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La neuropathie humaine sensitive et autonome de type 2 (NHSA 2) est une 
pathologie héréditaire rare caractérisée par une apparition précoce des symptômes et une 
absence d’affectation motrice. Cette pathologie entraîne la perte de perception de la 
douleur, de la chaleur et du froid ainsi que de la pression (toucher) dans les membres 
supérieurs et inférieurs et est due à des mutations autosomales récessives confinées à l’exon 
HSN2 de la protéine kinase à sérine/thréonine WNK1 (with-no-lysine protein kinase 1). Cet 
exon spécifique permettrait de conférer une spécificité au système nerveux à l’isoforme 
protéique WNK1/HSN2. La kinase WNK1 est étudiée en détails, en particulier au niveau 
du rein, mais son rôle au sein du système nerveux demeure inconnu. Considérant le début 
précoce de la neuropathie et le manque d’innervation sensorielle révélé par des biopsies 
chez les patients NHSA2, notre hypothèse de recherche est que les mutations tronquantes 
menant à la NHSA de type 2 causent une perte de fonction de l’isoforme WNK1/HSN2 
spécifique au système nerveux entraînant un défaut dans le développement du système 
nerveux sensoriel périphérique. Chez l’embryon du poisson zèbre, WNK1/HSN2 est 
exprimé au niveau des neuromastes de la ligne latérale postérieure, un système 
mécanosensoriel périphérique. Nous avons obtenu des embryons knockdown pour 
WNK1/HSN2 par usage d’oligonucléotides morpholino antisens (AMO). Nos trois 
approches AMO ont révélé des embryons présentant des défauts d’établissement au niveau 
de la ligne latérale postérieure. Afin de déterminer la voie pathogène impliquant l’isoforme 
WNK1/HSN2, nous nous sommes intéressés à l’interaction rapportée entre la kinase 
WNK1 et le co-transporteur neuronal KCC2. Ce dernier est une cible de phosphorylation de 
WNK1 et son rôle dans la promotion de la neurogenèse est bien connu. Nous avons détecté 
l’expression de KCC2 au niveau de neuromastes de la ligne latérale postérieure et observé 
une expression accrue de KCC2 chez les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 à l’aide 
de RT-PCR semi-quantitative. De plus, une sur-expression d’ARN humain de KCC2 chez 
des embryons a produit des défauts dans la ligne latérale postérieure, phénocopiant le 
knockdown de WNK1/HSN2. Ces résultats furent validés par un double knockdown, 
produisant des embryons n’exprimant ni KCC2, ni WNK1/HSN2, dont le phénotype fut 
atténué. Ces résultats nous mènent à suggérer une voie de signalisation où WNK1/HSN2 
est en amont de KCC2, régulant son activation, et possiblement son expression. Nous 
proposons donc que la perte de fonction de l’isoforme spécifique cause un débalancement 
dans les niveaux de KCC2 activée, menant à une  prolifération et une différenciation 
réduites des progéniteurs neuronaux du système nerveux périphérique. Les défauts associés 









Human sensory and autonomic neuropathy type 2 (HSNA2) is a rare human 
hereditary pathology characterized by an early onset severe sensory loss (for all modalities) 
in the distal limbs. It is due to autosomal recessive mutations confined to exon HSN2 of the 
WNK1 (with-no-lysine protein kinase 1) serine-threonine kinase; the specific exon confers 
nervous system specificity to target isoform WNK1/HSN2. While this kinase is widely 
studied in the kidneys, little is known about its role in the nervous system. Due to its role in 
HSAN type 2, we hypothesized that the truncating mutations present in the HSN2 exon 
lead to a loss-of-function of the WNK1 kinase, impairing development of the peripheral 
sensory system. In order to investigate the mechanisms by which the lack of the 
WNK1/HSN2 isoform acts to cause HSAN type 2, we examined its expression pattern in 
our zebrafish model and observed strong expression in neuromasts of the peripheral sensory 
lateral line system.  We then knocked down the HSN2 exon in zebrafish embryos using 
antisense morpholino oligonucleotides. Our three approaches to knockdown the 
WNK1/HSN2 isoform led to embryos with a defective lateral line. In order to establish a 
pathogenic pathway involving the WNK1/HSN2 isoform, we investigated the reported 
interaction between the WNK1 kinase and neuronal potassium chloride co-transporter 
KCC2. This transporter is a target of WNK1 phosphorylation and also has a known role in 
promoting neurogenesis. We have also showed its expression in mature neuromasts of the 
posterior lateral line, and observed an increased expression of KCC2 in WNK1/HSN2 
knockdown embryos by semi-quantitative RT-PCR, lending credence to our interaction 
hypothesis. Furthermore, overexpression of human KCC2 RNA in embryos led to an 
impaired mechanosensory lateral line system, phenocopying the WNK1/HSN2 knockdown. 
We then validated these results by obtaining double knockdown embryos, both for 
WNK1/HSN2 and KCC2, which alleviated the lateral line defect phenotype. These results 
led us to suggest a pathway in which WNK1/HSN2 is upstream of the KCC2 co-
transporter. WNK1 is believed to regulate the level of activation, and possibly level of 
expression, of KCC2 and we therefore hypothesize that the loss-of-function of the specific 
isoform causes an imbalance in the levels of activated KCC2. This would then lead to 
decreased progenitor proliferation and hindered differentiation of neurons, causing the 
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La NHSA de type 2 est une neuropathie héréditaire affectant le système nerveux 
sensoriel qui est causée par des mutations dans le gène de la kinase WNK1 (with-no-lysine 
(K) kinase 1). Ces mutations sont confinées à un exon à épissage alternatif nommé HSN2 
(hereditary sensory neuropathy type 2) et engendrent une perte de fonction d’une isoforme 
protéique particulière (WNK1/HSN2). Malgré la quantité de recherche portant sur cette 
kinase, son rôle dans le système nerveux demeure inconnu. Dans cette étude, le modèle 
animal poisson zèbre est utilisé pour produire un knockdown de cette isoforme particulière; 
la caractérisation du phénotype obtenu nous permet de supposer un rôle développemental 
quant à l’établissement du système nerveux périphérique. Le co-transporteur neuronal 
KCC2 (K-Cl cotransporter 2) a récemment été identifié comme une cible de 
phosphorylation de la kinase WNK1 et nous étudierons donc son rôle possible dans 




Les neuropathies héréditaires sensitives et autonomes (NHSA) constituent un 
groupe de cinq pathologies cliniquement et génétiquement distinctes. Ce sont des troubles 
héréditaires associés à des dysfonctions sensorielles (généralement une perception altérée 
de la douleur et de la température ainsi que l’absence de réflexes tendineux) et à des 
troubles autonomes (tels que reflux gastrique, hypotension posturale et sudation excessive) 
qui varient en sévérité. Décrites comme des désordres dus à l’atrophie et la dégénération 
des neurones sensoriels et autonomes, ces neuropathies ont été catégorisées et classifiées en 
cinq catégories par le Dr Peter J. Dyck et collègues dès 1970. Cette classification a été 
proposée avant l’arrivée des études globales du génome par analyse de liaison (linkage 
studies) et donc repose sur des critères tels que l’âge de survenue, le mode de transmission, 
le phénotype prédominant ainsi que, plus tardivement, (Dyck, 1993) sur les altérations 




jours autant chez les dermatologues et orthopédistes que chez les cliniciens et aide à 
attribuer des symptômes typiques tels que l’hyperkératose (surproduction de kératine, 
produisant des fissures dans la peau qui mènent souvent à des ulcères), les ulcères 
chroniques et les fractures spontanées à une des neuropathies NHSA (Auer-Grumbach, et 
al., 2005).  
 
Depuis les 15 dernières années, et suite à l’arrivée des études globales du génome 
par analyse de liaison (linkage studies), il a été possible de confirmer par génétique les 
catégories de NHSA en identifiant des gènes responsables. Ce qui a surtout été révélé par 
contre, c’est l’hétérogénéité des différents désordres où plusieurs membres affectés d’une 
même famille ont une présentation clinique très différente (Auer-Grumbach, et al., 2005).  
En effet,  la pénétrance des mutations associées est complète pour tous les types de NHSA, 
mais l’expression est variée, menant à la présentation clinique de différents degrés de 
dysfonctions (Axelrod et Gold-von Simson, 2007). 
La catégorisation des NHSAs, selon la particularité des symptômes et la sévérité des 
dysfonctions présentées, a donc permis l’identification de plusieurs mutations causatives, 
mais les mécanismes moléculaires menant à l’établissement de la plupart de ces 
neuropathies sont pour l’instant inconnus. Les NHSA demeurent des pathologies très rares 
qui pourraient néanmoins nous permettre de lever le voile sur la relation étroite liant 
développement et survie du système nerveux.  
 
La NHSA de type 2 
 
Des études de cas attribués à la NHSA de type 2 (OMIM #201300) ont été décrites 
depuis 1946 (Ogryzlo, 1946) mais la description clinique de cette pathologie, alors non-
identifiée, dans la littérature n'est pas toujours harmonieuse. Selon la classification établie 
par P. J. Dyck (Dyck, 1993), la NHSA de type 2 a un mode de transmission autosomal 




perte de sensation (toutes modalités) dans les mains et les pieds (Auer-Grumbach, et al., 
2005).  Il est noté que les patients présentent une perte de sensation de douleur, de 
température et de toucher de distribution typique « gants et chaussettes » accompagné de la 
perte des réflexes tendineux, de présence d’ulcères, du développement fréquent de joints de 
Charcot (arthropathie nerveuse) et d’amputations spontanées alors que le tonus musculaire 
est maintenu. Les dysfonctions autonomes sont minimales et rares et le développement 
mental est normal (Ogryzlo, 1946;  Johnson et Spalding, 1964; Murray, 1973). Un des tests 
diagnostiques fréquemment employé est l’injection intradermique d’histamine causant une 
inflammation (réflexe axonal des nerfs dermiques) absente chez les patients atteints. En 
effet, suite à une biopsie, une réduction marquée de la taille du nerf sural, ainsi qu’un 
nombre réduit de fibres myélinisées de petite et de grande taille peuvent être observés.  Un 
manque mineur de fibres non-myélinisées peut aussi être détecté, ainsi que l’absence de 
récepteurs cutanés et donc de potentiels d’actions sensoriels (Johnson et Spalding, 1964; 
Murray, 1973; Axelrod et Gold-von Simson, 2007;  Kurth, 2010). La NHSA de type 2 est 
parfois rapportée comme étant une neuropathie progressive, mais comme la sévérité des 
dysfonctions varie  au sein d’une même famille et que la séparation entre les troubles 
sensoriels et leurs complications (ulcères, amputations) est floue, il peut être complexe de 
déterminer s’il s’agit réellement de progression. Comme l’indique Dyck (Dyck, 1966 par 
Murray, 1973), il est particulièrement difficile d’effectuer un test sensoriel chez des enfants 
affectés car ils n’ont pas la capacité d’interpréter leur douleur de la même façon que leur 
examinateur; certaines déficiences pourraient passer inaperçues et être considérées comme 
de la progression lors d’un test prenant place plus tard dans la vie d’un même patient.  
 
La génétique de la NHSA de type 2 
 
Le mode de transmission autosomal récessif a été mis à jour avant même la 
possibilité d’analyses en génétique moléculaire par l’étude d’une famille étendue de Terre-




1955 par Murray, 1973). Plusieurs études rapportent aussi un lien consanguin entre les 
parents des patients observés, permettant de confirmer, additionné plus tardivement de 
dépistage de mutations causatives, le mode de transmission des mutations menant à cette 
neuropathie rare (Johnson et Spalding, 1955; Murray, 1973; Rivière et al., 2004; Roddier et 
al., 2005; Takagi et al., 2006; Pacheco-Cuellar et al., 2011; Rivière et al¸ 2011).  
 
Ce même pedigree, additionné de cas considérés « sporadiques » (sans pedigree 
étendu disponible) provenant du Québec, de Terre-Neuve et de la Nouvelle-Écosse, soit 
l’est du Canada, ont semé l’idée d’un effet fondateur dès 1973 (Murray, 1973). Ce fut 
prouvé, suite à l’identification des mutations causatives de la NHSA de type 2 (Lafrenière 
et al., 2004), par la découverte de deux mutations à très haute prévalence chez des familles 
du sud du Québec (Roddier et al., 2005). 16 patients de 13 familles différentes ont permis 
de déterminer la fréquence de porteurs dans la région de Lanaudière (d’où proviennent 75% 
des patients étudiés dans cet article), soit 1 :116 pour les deux mutations. Les fréquences de 
porteurs pour chacune des deux mutations dans un petit village d’environ 3,000 habitants 
près de Joliette (où on retrouve une concentration de patients NHSA de type 2) est de 1 :18 
et de 1 :28 et une fréquence de 1 :11 pour les deux mutations combinées. Ces fréquences 
extrêmement élevées s’expliqueraient par un effet fondateur admettant donc le fait que plus 
de 50% des patients NHSA de type 2 rapportés dans les études de cas proviennent du 
Québec (Roddier et al., 2005).  
 
En 2009 on ne dénombrait pas moins de 11 différentes mutations menant à la 
NHSA de type 2 (Rotthier et al 2009) et en 2011, une nouvelle mutation (Pacheco-Cuellar 
et al., 2011) est venue s’y ajouter. Bien entendu, on retrouve ces mutations ailleurs qu’au 
Canada : des patients ont été identifiés au Liban (Rivière et al., 2004), au Japon (Takagi et 
al., 2006) en Italie, en Autriche, en Belgique (Coen et al., 2006), en Corée (Lee et al., 2002; 
Cho et al., 2006), en France (Shekarabi et al., 2008), au Mexique (Pacheco-Cuellar et al., 




Québec, la prévalence de mutations NHSA de type 2 à l’échelle mondiale, et donc de 
patients, demeure très faible. 
 
Les premières mutations attribuées à la NHSA de type 2 ont été identifiées en 2004 
et avec l’aide de génomique comparée, il a été possible de découvrir un ORF (cadre ouvert 
de lecture) qui semblait bien conservé. Cet ORF se situait en pleine région intronique du 
gène WNK1 (with-no-lysine (K) kinase 1) et il semblait probable qu’il code pour un gène à 
un seul exon, baptisé HSN2 (hereditary sensory neuropathy type 2) qui serait transcrit du 
même brin que WNK1. Toutes les mutations identifiées alors se regroupaient dans les 3 kb 
du nouveau gène HSN2, portant à croire qu’il s’agissait bien d’un « gène dans un gène »  
(Lafrenière et al., 2004). Plusieurs autres mutations ont par la suite été découvertes chez les 
patients NHSA de type 2 par séquençage du nouveau gène HSN2, menant toutes à une perte 
de fonction de la protéine suite à la lecture précoce d’un codon stop produisant une protéine 
tronquée (Rotthier et al., 2009; Kurth, 2010). Ce n’est qu’en 2008 qu’une patiente française 
atteinte de NHSA de type 2 ne révéla qu’une mutation hétérozygote dans le gène HSN2, ce 
qui vint semer le doute quant à la nature de ce gène à exon unique. Un séquençage de la 
région avoisinante du gène HSN2, soit la région du gène WNK1 révéla une délétion assez 
importante de l’exon précédent l’intron où se situait HSN2, menant également à une 
protéine tronquée. Ceci permit de spéculer que HSN2 était en fait un exon à épissage 
alternatif du gène WNK1 (Figure 2). Des amplifications RT-PCR ainsi que des tests RACE 
ont permis de confirmer cette hypothèse et donc d’établir qu’une mutation perturbant 
l’isoforme protéique WNK1/HSN2 était la cause de la NHSA de type 2 (Shekarabi et al., 
2008).  
 
La kinase WNK1  
La kinase humaine WNK1 a été identifiée en 2001 comme étant une nouvelle kinase 




Effectivement, la séquence de cette kinase contient une cystéine au lieu d’une lysine, résidu 
bien conservé du sous-domaine II du domaine catalytique.  Cette lysine est impliquée dans 
la liaison d’ATP dans pratiquement toutes les kinases rapportées alors, et elle est une cible 
pour la génération des mutants de kinase dominantes-négatives. La kinase WNK1 avait 
d’abord été identifiée chez le rat, présentant la même substitution de lysine à cystéine et il 
fut montré qu’une lysine située près du sous-domaine I conférait dans ce cas l’activité 
kinase (Veríssimo et Jordan, 2001), lui permettant de catalyser le transfert de groupements 
phosphates au niveau de son sous-domaine I alors que chez les autres kinases, ceci se 
produit au niveau du sous-domaine II (McCormick et Ellison, 2011). Les kinases humaines 
qui lui sont le plus homologues sont STK2, PAK2, MEKK3, PAK3 et Raf-1, qui sont aussi 
des kinases à sérines/thréonines, ce qui suggère que WNK1 serait un membre des kinases 
activées par le mitogène (MAP) (Veríssimo et Jordan, 2001). Chez l’humain, les gènes 
codant pour les quatre membres de la famille des WNK (WNK 1-4) sont respectivement 
localisés sur les chromosomes 12p.13.33, 9q22.31, Xp11.22 et 17q21.31 et ont été 
identifiés chez plusieurs autres mammifères ainsi que chez le poisson zèbre (Danio rerio) 




Figure 1: Structure de la kinase WNK1 Les structure des kinases WNK1 et KS-
WNK1 (kidney specific WNK1) sont montrées avec leurs tailles respectives. Ces deux 
isoformes contiennent un domaine auto-inhibiteur (vert) incluant la phénylalanine 
essentielle (F), des domaines hélices super-enroulées (jaune). La kinase WNK1 a également 
un domaine kinase (rose) et deux résidus sérine phosphorylés essentiels à l’activation (P). 
L’isoforme KS-WNK1 possède un exon alternatif (rouge) en N-terminal au lieu du 
domaine kinase. Les sites de liaisons à SPAK/OSR1 sont indiqués par une fine bande 





Le gène WNK1 comprend 28 exons sur 160kb et contient deux promoteurs, codant 
ainsi pour plusieurs isoformes, dont certaines ont été détectées par buvardage de type 
Northern (Wilson et al., 2001). Le domaine kinase, situé au N-terminal, est fortement 
conservé entre les différentes WNK (Figure 1). Pour ce qui est de l’activité, la kinase 
WNK1 est régulée par deux mécanismes majeurs d’inhibition. Un domaine auto-inhibiteur 
se retrouve aussi en N-terminal et comporte deux résidus phénylalanine bien conservés 
parmi les WNK qui jouent un rôle important dans cette auto-inhibition. Les kinases WNK 
peuvent aussi s’inhiber entre elles, par un mécanisme d’inhibition croisée (cross inhibition), 
suggérant l’interaction entre les différents membres de la famille. WNK1 contient aussi des 
domaines hélices super-enroulées (coiled-coil domains) prédits qui ont la caractéristique 
d’interagir entre eux, permettant l’assemblage et le désassemblage de complexes 
protéiques. Il a été montré par technique de double hybride (yeast two hybrid) que le N-
terminus de WNK1 interagit avec un fragment incluant son propre domaine auto-inhibiteur 
et le deuxième domaine hélice super-enroulée, portant à croire que WNK1 interagit avec 
elle-même et pourrait possiblement former des polymères, ainsi que participer à des 
complexes protéiques. De plus, les membres de la famille WNK possède des régions riches 
en prolines, facilement reconnues par des protéines liant ces motifs, par exemple par des 
domaines SH3. Ces interactions sont généralement impliquées dans la modulation de 


















Figure 2 : Épissage alternatif de la kinase WNK1. WNK1 présente une grande 
variabilité d’épissage entre les exons 8 et 13. Les nombres indiqués au-dessus des boites 
d’exons numérotés correspondent à leur longueur en nucléotides et les traits pointillés 
indiquent que l’épissage entre ces exons n’est pas connu. Les deux exons spécifiques à 
l’isoforme WNK1/HSN2 sont indiqués en vert (exon 8b dont la fonction est inconnue) et en 
rouge (exon HSN2).  (Adapté de McCormick et Ellison, 2011) 
 
La régulation de l’activité de WNK1, outre sa possibilité d’auto-inhibition, est 
affectée par l’hypertonicité. En effet, il a été démontré dans des cellules HEK 293 (human 
embryonic kidney cells) que suite à une exposition à des conditions hyperosmotiques, la 
kinase WNK1 est rapidement activée par phosphorylation à plusieurs résidus clés 
(Zagórska et al., 2007). Cette activation coïncide avec l’activation de deux substrats de 
WNK1, soit les kinases SPAK (STE/SPS1-related proline alanine-rich kinase) et OSR1 
(oxidative stress response kinase 1), également impliquées dans le contrôle du volume 
cellulaire et de l’homéostasie ionique et fortement exprimées dans les neurones, par 
phosphorylation directe de NKCC1/2 (Na-K-Cl cotransporter) et NCC (Na+-Cl- 
cotransporter) (McCormick et Ellison, 2011). Il a été aussi observé que lors d’un choc 




du noyau, se redistribue vers les structures vésiculaires (e.g. réseau trans-golgien, 
endosomes) et que ceci se produit par l’entremise de son domaine C-terminal (Zagórska et 
al., 2007).  
 
Un lien entre la kinase WNK1 et l’insuline, ainsi qu’au facteur de croissance 
similaire à l’insuline IGF-1 (insulin-like growth factor I) a aussi été montré, via la voie PI3-
kinase (phosphoinositide 3-kinase) qui active les kinases de la famille AGC, comme la 
kinase Akt1 (Akt1/protein kinase B) et la kinase S6K (ribosomal S6 kinase). En effet, 
WNK1 contient un site de phosphorylation ciblé par Akt1 et S6K et il fut confirmé que 
WNK1 est un substrat de Akt1 et que l’activation de la voie PI3-kinase/Akt est requise pour 
la stimulation par l’insuline de la phosphorylation de WNK1. Cette phosphorylation n’a 
cependant pas été attribuée à une activité catalytique particulière et son importance n’est 
alors pas connue. Toutefois, WNK1 semblerait fonctionner comme régulateur négatif de la 
mitogenèse insulino-dépendante (Jiang et al., 2005). Il a également été rapporté que la 
kinase WNK1 se localise au niveau des vésicules contenant de l’insuline dans des lignées 
cellulaires pancréatiques où elle pourrait jouer un rôle dans les mécanismes de sécrétion 
d’insuline (McCormick et Ellison, 2011). 
 
Le domaine kinase des WNK est similaire à ceux retrouvés au sein des MAP2K 
(mitogen-activated protein kinases), ce qui suggéra un rôle de WNK1 dans la signalisation 
des MAP (Figure 3). Des études par transfection ont révélé qu’une sur-expression de 
WNK1 résulte en une activation de ERK5 (extracellular-signal-regulated kinases), une 
kinase activée par le stress et la prolifération, dans la voie MAP3K MEKK2/3 et MAP2K 
MEK5. WNK1 interagit directement avec MEKK2/3 pour l’activer, ceci indépendamment 
de son activité kinase, possiblement par formation de complexe protéique. WNK1 serait 
alors impliquée dans la régulation de la prolifération et dans les mécanismes apoptotiques 


















Figure 3: Voies de signalisation des MAPK, impliquant la kinase 
WNK1. La voie des MAPK est activée par des facteurs de croissance et le stress 
intracellulaire ou environnemental. Cette voie résulte en réponse de prolifération ou de 
réponse au stress par la régulation de la transcription génique. Des membres de la famille 
des WNK influencent la signalisation MAPK, tel que présenté.  (Adapté de McCormick et 
Ellison, 2011) 
 
WNK1 est exprimée surtout dans le cœur, les reins, les muscles squelettiques et les 
testicules, avec une expression plus faible dans le cerveau. Très peu de temps suivant sa 
découverte, cette kinase fut identifiée comme étant la cause du syndrome de Gordon (ou 
Pseudohypoaldostéronisme type II, PHAII), une pathologie humaine menant à de  
l’hypertension et de l’hyperkaliémie (excès de potassium plasmique) (McCormick et 
Ellison, 2011), symptômes absents chez les patients NHSA de type 2 (Lafrenière et al., 
2004).  Les mutations menant au syndrome de Gordon sont de larges délétions introniques 
de l’exon 1 résultant en une expression augmentée de la kinase WNK1 (Wilson et al., 
2001). Pour cette raison, la kinase WNK1 est surtout étudiée en ce qui a trait à son rôle au 
niveau du rein où la cascade de phosphorylation WNK-OSR1/SPAK-NCC est essentielle à 




isoformes sont détectées : un transcrit long, version originellement décrite, et un transcrit 
court spécifiquement exprimé dans les reins le KS-WNK1 (KS : kidney specific) qui est 
dépourvu de son domaine kinase (Náray-Fejes-Tóth et al., 2004).  
 
Au sein du système nerveux, la kinase WNK1 semble avoir un lien avec la 
prolifération cellulaire et la migration. En effet, par l’activation de la voie ERK5 
mentionnée précédemment, la kinase serait impliquée dans la survie neuronale et la 
prolifération cellulaire, ce qui est appuyé par sa présence très abondante dans le cerveau 
embryonnaire mais à plus faible niveau dans le cerveau adulte, indiquant un rôle probable 
dans le développement. Par l’usage de cellules C17.2, qui sont des cellules progénitrices de 
neurones provenant de souris, il fut possible d’observer que WNK1 est essentielle à 
l’activation de ERK5 par l’EGF (epidermal growth factor), un facteur de croissance ayant 
une grande influence sur l’état des progéniteurs neuronaux. En effet,  les cellules qui 
n’exprimaient pas WNK1 avaient une morphologie altérée et semblaient immatures et non 
différenciées. De plus, leur capacité de migration, qui est cruciale pour l’établissement de 
réseaux neuronaux, ainsi que leur taux de croissance ont été réduits de façon dramatique en 
absence de la kinase, indiquant que la voie de signalisation activée par l’EGF pourrait être 
le mécanisme majeur par lequel passe WNK1 pour avoir un effet sur la prolifération, la 
différenciation et la migration neuronale (Sun et al., 2006). 
 
Pour l’instant, ce qui est connu sur l’isoforme WNK1 contenant l’exon HSN2  (soit 
WNK1/HSN2, Figure 2) impliquée dans la NHSA de type 2 provient du modèle murin et a 
trait à sa sous-localisation particulière. Effectivement, l’isoforme WNK1/HSN2 n’est 
exprimée qu’au niveau neuronal, plus précisément dans le cerveau, la moelle, les cellules 
du ganglion spinal et le nerf sciatique (Shekarabi et al., 2008; McCormick et Ellison, 
2011). Non seulement WNK1/HSN2 a une localisation restreinte par rapport aux autres 




sensoriels, où elle se retrouve dans le corps cellulaire et dans les axones alors que WNK1 
sans l’exon HSN2 est confiné au soma (Shekarabi et al., 2008).  
 
Il avait préalablement été démontré que WNK1 était essentielle au développement, 
car un knockout chez la souris s’est avéré létal chez l’embryon (Zambrowicz et al., 2003). 
Une étude plus récente, révéla que ces embryons présentent des défauts du développement 
cardiovasculaire, ayant des troubles angiogéniques autant au niveau de la formation des 
veines que des artères. Ceci indique un rôle fondamental de WNK1 au niveau des cellules 
endothéliales essentielles à l’angiogenèse et au développement cardiaque et pourrait 
indiquer une implication de la kinase dans le contrôle de la tension artérielle affectée chez 
les patients atteints de PHAII (Xie et al., 2009). Cependant, aucun modèle de knockout de 
l’isoforme spécifique WNK1/HSN2 n’a  encore été développé.  
 
L’ampleur des dysfonctions présentes ainsi que le début précoce des symptômes 
chez les patients atteints de la NHSA de type 2 portent à croire que le rôle exercé par la 
kinase WNK1, plus précisément son isoforme WNK1/HSN2 à la localisation restreinte, est 
essentiel au développement adéquat du système nerveux sensoriel périphérique. Cette 
neuropathie serait donc probablement due à un développement inadéquat et non à un 
processus de neurodégénérescence. Afin d’approfondir sur le sujet de la voie moléculaire 
pathogène, le co-transporteur de chlorure lié au potassium KCC2 à expression neuronale a 
été identifié comme cible potentielle en aval de la kinase WNK1. Celui-ci serait régulé par 
la kinase et lui servirait d’effecteur menant au développement des symptômes liés à la 





Le co-transporteur KCC2 
Le co-transporteur KCC avait tout d’abord été associé à une neuropathie en 2002 
lorsqu’une mutation dans le gène de KCC3 fut identifiée comme la cause de la neuropathie  
héréditaire motrice et sensorielle avec agénésie du corps calleux (HMSN/ACC) (Howard et 
al., 2002). Cette neuropathie est autosomale récessive et résulte en un développement et un 
maintien anormal du système nerveux dans son entier. Typiquement, les axones auront une 
migration anormale à travers la ligne médiane du cerveau et les nerfs périphériques 
enflerons amplement, puis seront démyélinisés. (Salin-Cantegrel et al., 2008) Puis, il fut 
découvert que la kinase WNK1 est un régulateur important de l’activité des co-
transporteurs NKCC et KCC, qui sont respectivement activés et inhibés par une 
phosphorylation sérine/thréonine suite à de l’hypertonicité extracellulaire (Kahle et al., 
2010). KCC serait donc lié à des symptômes neuropathiques causés par un développement 
anormal du système nerveux et la kinase WNK1 interagirait avec ce co-transporteur, ce qui 
en fait une cible intéressante pour un mécanisme pathogène.  
 
Chez les mammifères, on retrouve quatre membres de la famille de co-transporteurs 
KCC (K-Cl cotransporter), soit KCC 1-4, responsables du transport net du chlorure hors de 
la cellule. Les rôles physiologiques ainsi que les localisations de chacun des KCC sont 
variés : KCC1 est ubiquitaire, KCC2 est exprimé exclusivement au niveau neuronal, KCC3 
est fortement exprimé dans les neurones et l’épithélium du rein et KCC4 se retrouve dans 
l’épithélium de l’oreille interne et du rein ainsi que dans les neurones et la glie de 
différentes régions du système nerveux central (Kahle et al., 2010). Plus précisément, 
KCC2,3 et 4 sont distribuées au niveau des noyaux de Ranvier des axones myélinisés 
périphériques, aux microvillosités des cellules de Schwann et l’activité KCC est essentielle 





Les co-transporteurs KCC et NKCC jouent un rôle important car ils régulent le 
niveau intracellulaire de chlorure de neurones, ce qui détermine la polarité, soit inhibitrice 
ou excitatrice, de leur réponse au neurotransmetteur GABA (acide γ-aminobutyrique), don 
le récepteur de type A (récepteur GABAA) est couplé à un canal chlorure (Kahle et al., 
2010). En effet, il a été rapporté que le courant sortant de chlorure induit par KCC2 est 
responsable du renversement de potentiel du chlorure qui convertit le GABA en 
neurotransmetteur hyperpolarisant, alors qu’il était préalablement dépolarisant (Kanaka et 
al., 2001). De plus, KCC2 serait exprimé en parallèle avec la maturation neuronale, soit 
absent chez les neurones imatures mais présent chez les neurones matures. Le co-
transporteur devient activé chez les neurones immatures suivant une phosphorylation par 
une tyrosine kinase endogène, régulant son implication dans le revirement développemental 
de la réponse GABAergique (figure 4). Le rôle de neurotransmetteur excitateur de GABA 
au tout début du développement est très important pour la maturation du système nerveux 
central, car il permet d’assurer une augmentation du calcium intracellulaire par l’action de 
dépolarisation membranaire (Stein et al., 2004). KCC2 aurait également un rôle 
morphogénique, expliquant sa présence bien avant le revirement de la réponse 
GABAergique. Effectivement, ce rôle serait indépendant de sa fonction de transporteur 
d’ions et serait donc de promouvoir le développement des épines dendritiques par une 
interaction avec des protéines associées au cytosquelette, comme 4,1N. Ceci est appuyé par 
le fait que KCC2 est exprimé à haut niveau à proximité des synapses excitatrices et dans les 
épines dendritiques. Chez la souris, une expression de KCC2 fonctionnellement inactive 
perturbe la migration des cellules de la crête neurale, qui sont également réduites en 
nombre. Ces cellules migrent habituellement du tube neural vers différentes régions du 
corps afin de développer des structures comme le système nerveux périphérique, l’ossature 
crânio-faciale, les glandes endocrines et le septum des chambres de chasse cardiaques 













Figure 3: KCC2 dans le revirement de la signalisation GABAergique. 
Dans les neurones GABAergiques, la balance entre l’activité de NKCC et de KCC 
détermine la concentration intracellulaire de chlorure, qui en plus du potentiel membranaire 
détermine la direction du flux cellulaire de chlorure en réponse au GABA. La 
phosphorylation de NKCC et KCC résulte respectivement en leur activation et inhibition. 
(Adapté de Kahle et al., 2010) 
 
KCC2 serait essentiel au développement, car chez la souris, un knockout de KCC2 
cause la mort immédiatement après la naissance. Cette mort est due à de l’activité 
excitatrice GABAergique et glycinergique anormale menant à des défauts des fonctions 
motrices, incluant le contrôle de la respiration (Hubner et al., 2001). Toutefois, des souris 
exprimant des niveaux de KCC2 20-30% la normale ne présentent pas d’anomalies 
comportementales et sont viables. Celles exprimant seulement des niveaux de 5-10% la 
normale présentent des convulsions spontanées et généralisées et meurent peu de temps 
après la naissance (Woo et al., 2002). Chez des neurones de l’hippocampe en culture, une 
inactivation de KCC2 mène à une plus haute sensibilité des neurones aux stress oxydatif  et 
à l’excitotoxicité, ce qui indiquerait un rôle neuroprotecteur du KCC2 endogène.  En effet, 
plusieurs hypothèses se présentent pour expliquer ce rôle neuroprotecteur. Par exemple, 
KCC2 pourrait être essentiel à la diminution du gonflement neuronal dépendant du chlorure 
qui prend place en conditions toxiques, protégeant ainsi d’un événement menant 
habituellement à la mort cellulaire. Également, dans le neurone mature, KCC2 est 
nécessaire au maintien du bas niveau de chlorure intracellulaire, permettant l’action 
inhibitrice du GABA ou de la glycine. Considérant que la réduction de l’inhibition par 
GABA mène à l’activation de canaux calciums voltage-dépendants, et donc à une 




possible que KCC2 permette une protection contre les entrées excessives de calcium se 
produisant en conditions toxiques (Pellegrino et al., 2011). 
 
KCC2, lorsque lié à la membrane, a un taux de renouvellement très élevé, ce qui 
permet une modulation du chlorure intracellulaire neuronal selon son niveau d’expression 
(Payne et al., 2003). Ceci suggère que le changement d’expression à la surface cellulaire 
serait un des mécanismes majeurs régulant l’activité de KCC2. Une étude a d’ailleurs 
démontré que des potentiels d’action post-synaptiques pouvaient induire une régulation à la 
baisse de KCC2 via un mécanisme dépendant du calcium et de la protéine kinase-C. KCC2 
serait donc régulé par différentes cascades cellulaires impliquant des kinases et des 
phosphatases, et ce, indépendamment de changements de niveaux d’ARNm ou de protéines 
exprimées (Wake et al., 2007). Entre autres, la protéine kinase-C (PKC) serait responsable 
de la phosphorylation de KCC2 permettant sa stabilisation à la membrane (Lee et al., 
2007). 
 
Également, il a été découvert que le BDNF (brain derived neurotrophic factor) 
induit l’expression de KCC2 chez des neurones immatures dans une culture de neurones de 
l’hippocampe. Alors que chez les neurones matures le BDNF réduit l’expression d’ARNm 
de KCC2, il l’augmente chez les neurones immatures par l’entremise de Egr4, en aval de la 
voie de signalisation des MAPK, en passant par ERK1/2. L’effet du BDNF sur l’expression 
de KCC2 décline suivant la maturation des neurones en culture, suggérant un renversement 
développemental de l’effet du BDNF à ce niveau. En démontrant que le BDNF pouvait 
toujours induire une régulation à la hausse de KCC2 chez les neurones adultes, il fut 
possible de suggérer que l’expression du co-transporteur est régulée par deux mécanismes 
en compétition. Le mécanisme supprimant l’expression de KCC2 demeure inconnu, mais 
comme la voie MAPK est empruntée par un grand nombre de voies de signalisation, le 




 La kinase WNK1 et le co-transporteur KCC2, tous deux localisés au niveau du 
système nerveux périphérique interagissent afin de contrôler le volume cellulaire en 
défense des changements de tonicité extracellulaire (Kahle et al., 2010). Contrairement à 
l’interaction avec NKCC1 qui passe par l’entremise des kinases SPAK et OSR1, le 
mécanisme d’action de WNK1 sur KCC2 n’est pas encore connu (figure 5). La kinase 
WNK1 jouerait le rôle d’osmosenseur et pourrait réguler la concentration de calcium 
intracellulaire dans les neurones centraux et périphériques, ce qui permettrait, comme 
mentionné précédemment,  d’établir la polarité des neurotransmissions GABAergiques 









Figure 4: Modèle d’interaction entre WNK1 et KCC2. La phosphorégulation 
du co-transporteur NKCC et KCC par la kinase WNK1 dépend de la concentration 
intracellulaire de chlorure et/ou de l’hypertonicité extracellulaire. L’interaction entre 
WNK1 et KCC n’est pas encore élucidée. (Kahle et al., 2010) 
 
En bref, KCC2 aurait plusieurs rôles primordiaux découlant ou non de sa fonction 
de régulation du chlorure intracellulaire, soit la migration neuronale, le développement, la 
formation des synapses inhibitrices et excitatrices ainsi que la neuroprotection. Ce co-
transporteur, ainsi que sa contrepartie, le co-transporteur NKCC, sont respectivement 
désactivé et activé par la kinase WNK1. En effet, cette régulation s’effectue par 
phosphorylation à sérine/thréonine en réponse à l’hypertonicité extracellulaire. Également, 
la kinase WNK1 interagit avec les kinases SPAK et OSR1, par contact direct impliquant 




au signal d’osmosenseur de WNK1 à la défense du volume cellulaire, du transport 
épithélial et au maintien de la concentration de chlorure intracellulaire, déterminant la 
polarité des neurotransmissions GABAergiques (Kahle et al., 2010). L’interaction entre 
WNK1, plus précisément l’isoforme sous-localisé WNK1/HSN2, et KCC2 pourrait donc 
s’avérer impérative à un développement adéquat du système nerveux périphérique. 
 
 
Le poisson zèbre comme modèle développemental 
 Le poisson zèbre est un modèle animal de premier ordre en ce qui a trait à l’étude 
du développement. En effet, ce vertébré présente une organisation des tissus et des organes 
communs conservée, incluant le cerveau et la moelle épinière (Kabashi et al., 2010). Les 
mécanismes sous-tendant l’embryogenèse sont phylogénétiquement conservés (Bandmann 
et Burton, 2010). Le développement précoce du poisson zèbre est externe, rapide et 
accessible. En effet, la fertilisation des œufs est externe et permet un développement rapide 
et synchronisé, où le premier jour de développement représente l’équivalent du premier 
trimestre du développement mammifère (Kabashi et al., 2010). L’embryon entier, ainsi que 
la membrane protectrice l’entourant, le chorion, sont transparent, permettant une 
observation aisée de la morphologie dès la fertilisation et même chez la larve nageant 
librement et se nourrissant d’elle-même. L’embryon se libérera de son chorion vers deux 
jours post-fertilisation (2 days post-fertilisation; 2 dpf) et commencera à se nourrir à 
environ 5 dpf. Entre temps, tous les organes majeurs se seront développés et auront 
commencé à exercer leur fonction (Veldman et Lin, 2008), l’embryon pourra alors survivre 
par les réserves contenues dans son vitellus, obtenant son oxygène par diffusion passive, 
sans besoin de système circulatoire fonctionnel (Kabashi et al., 2010). 
 
La transparence de l’embryon permet non seulement une observation expérimentale 




différenciation, mais permet également l’usage de méthodes de visualisation par 
fluorescence qui ne sont pas envisageables chez des vertébrés supérieurs, telles que 
l’expression de gènes rapporteurs fluorescents, ou la génération de lignées transgéniques 
arborant un marquage fluorescent de sous-populations cellulaires qui sont observables chez 
l’animal vivant. L’usage de poissons transgéniques exprimant une protéine fluorescente 
permet également l’étude développementale à haute résolution d’interactions cellulaires en 
temps réel  (Bandmann et Burton, 2010). Le poisson zèbre est utile quant à la modulation 
de l’expression génique. Effectivement, son développement externe permet l’accès facile à 
l’étude d’expression et de fonction génique à travers le développement. Son génome a été 
séquencé (quoique pas entièrement annoté) et la plupart de ces gènes à haute synténie et 
homologie avec l’humain peuvent être manipulé par approche de gain et perte de fonction. 
Ceci est possible par l’expression (sur-expression) de transcrits humains, soit de type 
sauvage ou mutés, ou par knockdown de l’homologue génique du poisson zèbre par 
injection d’oligonucléotide morpholino antisens (AMO). (Kabashi et al., 2010; Kabashi et 
al., 2011) 
 
Ce modèle est utile pour l’étude de pathologies humaines, car il existe de fortes 
similarités génomiques et moléculaires entre le poisson zèbre et d’autres vertébrés comme 
l’humain et la souris (Veldman et Lin, 2008). Il se porte également à l’étude de maladies 
associées à la neurodégénérescence puisqu’il existe un haut degré de conservation 
fonctionnelle entre les gènes humains impliqués dans les pathologies neurodégénératives et 
leur orthologue chez le poisson. Ceci permet une conservation des voies moléculaires 
pathologiques et une observation de changements post-translationnels spécifiques à 
certaines pathologies bien connues, comme la maladie de Parkinson ou bien la maladie 
d’Alzheimer. Des changements pathologiques ont été évoqués chez le poisson suite à une 
modulation génique ubiquitaire, ce qui reflète la situation se présentant lors de pathologie 
neurodégénérative humaine. Il est alors possible d’émettre l’hypothèse que les découvertes 




exemple suite à un criblage à haut débit de composés thérapeutiques, seront applicables aux 
mammifères (Bandmann et Burton, 2010). 
 
Quoique plus simple que l’humain, le poisson zèbre peut s’avérer tout de même 
complexe, présentant des fonctions neurales intégrées comme la mémoire, la réponse 
conditionnée et les comportements sociaux. La simplicité relative de son système nerveux 
facilite l’usage du poisson zèbre à des fins d’analyse. En effet, le système nerveux du 
poisson zèbre, comme la plupart de ses organes, est similaire à celui de l’humain en ce qui 
a trait à sa structure, à l’exception du télencéphale, qui ne comporte qu’un cortex 
rudimentaire.  Il est même possible de visualiser le système de neurotransmetteurs complet 
dès 5 dpf et le poisson aura déjà commencé à présenter un réel répertoire de réponses 
comportementales stéréotypées (Mathur et Guo, 2010). Environ 17 heures après la 
fertilisation (17 hours post-fertilization, 17 hpf), les premières contractions (coiling) seront 
observables chez l’embryon toujours enfermé dans son chorion. Peu de temps après, il 
deviendra sensible au toucher, à l’apparition dans la moelle de ses neurones sensoriels 
transitoires, les Rohon-Beards, qui partageront la tâche avec les neurones du ganglion 
spinal (dorsal root ganglion cells)  vers 3dpf, puis seront complètement remplacés par 
ceux-ci vers 5dpf (Svoboda et al¸ 2001; Reyes et al., 2004). Vers 27hpf, la nage en bonne 
et due forme s’installe chez l’embryon. Suivant son éclosion, la larve pourra enfin 
commencer ses épisodes de nage de courte durée (burst swimming), qui prendront vers 4dpf 
la séquence de battement-et-glissement (beat-and-glide swimming) que le poisson 
conservera à l’âge adulte (Brustein et al., 2003). 
 
La ligne latérale embryonnaire  
Comme chez l’humain, le poisson zèbre capte l’information relative à son 
environnement à l’aide d’organes sensoriels spécialisés incluant les yeux, le système 




supplémentaire : la ligne latérale (Mathur et Guo, 2010). La NHSA de type 2 étant une 
pathologie affectant strictement le système nerveux sensoriel périphérique, la ligne latérale 
postérieure du poisson zèbre sera utilisée comme système équivalent dans cette étude. 
 
Ce système mécanosensoriel, agissant comme un « toucher à distance » permettant 
au poisson de percevoir les vibrations de l’eau, est impliqué dans un éventail de 
comportements, de la parade de séduction, en passant par la détection de proie et même un 
comportement censément aussi simple que la nage en banc. Ce système se divise en deux 
branches : la ligne latérale antérieure, responsable de l’innervation de la tête, et la ligne 
latérale postérieure, responsable de l’innervation du tronc et de la queue du poisson. La 
formation de la ligne latérale commence au niveau du rhombencéphale, dans la région post-
otique, sous forme de placode ectodermique d’environ 100 cellules qui se divisera en deux 
parties, formant le ganglion crânien et le primordium de la ligne latérale postérieure (LLP). 
Vers 20hpf ce primordium (primI) débutera sa migration caudale le long du septum 
musculaire qui se terminera à l’extrémité de la queue à environ 40hpf. Le primordium en 
mouvement est accompagné des axones en extension provenant du ganglion où des cellules 
gliales vont migrer pour myéliniser le nerfs de la LLP. En tout et partout, cinq groupes 
d’une vingtaine de cellules auront été déposés le long de la queue (nommés L1 à L5) et 
deux à trois groupes seront issus de la fragmentation du primordium à la fin de sa migration 
(nommés terminaux) (figure 6). Ces pro-neuromastes sont le résultat d’un dépôt engendré 
par le ralentissement du primordium migrant à des endroits prédéterminés et reproductibles. 
Quelques heures suivant le dépôt, chaque pro-neuromaste se différenciera et formera un 
neuromaste mature, comprenant jusqu’à 20 cellules ciliées mécanosensorielles entourées de 
deux types de cellules accessoires, soit les cellules de support et les cellules du manteau.  
Un second primordium, primII, commence sa migration au moment où le premier atteint 
l’extrémité de la queue. Il contient moins de cellules et son rythme est beaucoup plus lent 
que primI, lui permettant d’atteindre la moitié du chemin en environ une semaine. À trois 




neuromastes déposés par primI et de deux neuromastes s’intercalant entre L1 et L2 (soit 
LII.1 et LII.2) déposés par primII (Ghysen et Dambly-Chaudière, 2003; Ghysen et Dambly-
Chaudière, 2007). Les cellules ciliées mécanosensorielles des neuromastes matures sont 
innervées par des neurones sensoriels bipolaires étendant leurs projections du 
rhombencéphale (Dambly-Chaudière et al., 2003). Un neurone afférent peut innerver 
plusieurs cellules ciliées, formant des terminaux bulbeux, et peut également établir plus 
d’un contact synaptique avec une seule cellule ciliée (Liao, 2010; Trapani et Nicolson, 
2011). 
Figure 5: Organisation du neuromaste et carte de dépôt des pro-
neuromastes. A- Anatomie du neuromaste, B- Carte de dépôt des pro-neuromastes à 
différents stades de développement. (Adapté de Ma et Raible, 2009) 
 
Le primordium est un organe très dynamique qui doit palier au dépôt de pro-
neuromaste par une activité mitotique et une réorganisation constante. En effet, au début de 
la migration, les cellules du primordium prolifèrent et s’organisent en rosettes entourant des 
cellules particulières exprimant atoh1, préfigurant le pro-neuromaste qui sera déposé. La 
signalisation incluant atoh1, notch3 et deltaA/B est impliquée dans l’organisation du 
primordium, mais aussi dans la différenciation une fois le pro-neuromaste déposé. Une 
période de quiescence s’installe ensuite jusqu’au dépôt, suivie d’une nouvelle période de 




dans l’espace et dans le temps, suivant le développement de la LLP. Également, trois zones 
sont délimitées à l’intérieur même du primordium incluant la zone de tête et la zone de 
queue. La zone de queue n’a pas d’activité mitotique, comprenant la rosette qui sera 
déposée comme pro-neuromaste. La zone de tête aura une activité mitotique afin de former 
une nouvelle rosette, ramenant à trois le total de rosettes du primordium migrant (figure 7). 
Ces cycles de mitose-quiescence seraient régulés génétiquement, indépendamment de la 
taille du primordium, et permettraient d’anticiper le nombre de cellules requises à 
l’établissement d’une LLP en bonne et due forme. Lors de situations anormales, la taille du 
primordium est régulée par mécanisme apoptotique, induisant la mort cellulaire chez des 
cellules progénitrices considérées superflues (Laguerre et al., 2009). 
 
Figure 6: Modèle de segmentation du primordium de la LLP. Suite à sa 
formation en trois rosettes, le primordium quitte la placode céphalique et migre le long du 
tronc. Il dépose des pro-neuromastes et maintient le nombre de cellules le composant par un 
processus de mitose se produisant en tête du primordium.  (Adapté de Ma et Raible, 2009) 
 
Le poisson zèbre a la capacité de régénérer les cellules ciliées composant ses 




de cellules qui étaient présentes à l’origine sont produites, indiquant un mécanisme limitant 
le nombre de cellules ciliées au sein des neuromastes (Ma et Raible, 2009). L’innervation 
par des axones afférents lors de la régénération dépend de l’expression du facteur 
neurotrophique dérivé des glies, le GDNF. Celui-ci est exprimé par le primordium migrant 
lors de l’établissement de la LLP, mais est aussi exprimé par les glies entourant les cellules 
inter-neuromastes. Ces glies serviraient à réprimer la différenciation chez les cellules inter-
neuromastes qui sont réactivées lors de processus de régénération ou lors de production de 
neuromastes supplémentaires par migration verticale plus tard dans la vie du poisson 
(Schuster et al., 2010). 
 
La moelle épinière  
Le modèle poisson zèbre est avantageux en ce qui a trait à l’étude du système 
nerveux car le développement de sa moelle épinière est rapide. Effectivement, la 
neurogenèse commence dès 10 hpf, la synaptogenèse dès 18hpf et l’embryon éclos vers 
48hpf (soit lors de la deuxième journée après la fertilisation). Dès la première journée de 
développement, plusieurs traits du système nerveux central sont présents et des populations 
neuronales identifiables peuvent être étudiées. À ce stade développemental, la moelle est 
sous divisée en somites qui ne contiennent chacun pas plus de 12 types cellulaires, formant 
des circuits simples (Kabashi et al., 2010).  
 
La moelle du poisson zèbre est composée d’un nombre restreint de neurones qui 
sont répétés dans chaque segment. Au moment des premières contractions de l’embryon 
(17hpf), on y retrouve des motoneurones primaires ainsi que des interneurones. Vers 20hpf, 
ces neurones développeront des prolongations axonales qui vont s’organiser en amas. Parmi 
ces neurones, on retrouve les neurones sensoriels Rohon-Beards mentionnés précédemment 




un nouveau groupe de motoneurones, les secondaires, commenceront à apparaître, 
coïncidant avec le début de la nage chez l’embryon (Brustein et al., 2003). 
 
Au niveau de la moelle, le co-transporteur KCC2 joue un rôle majeur dans le 
développement car il est responsable du revirement de la réponse GABAergique. En effet, 
son expression marque le début de la neurotransmission inhibitrice, permettant la 
maturation du réseau neuronal. L’action dépolarisante du GABA (et de la glycine) sont 
impliquées dans la prolifération, la migration, la différenciation, le guidage axonal, 
l’arborisation dendritique et la synaptogenèse autant au sein du système nerveux immature 
que mature. L’expression dans le temps de KCC2 est essentielle à sa fonction, étant régulé 
et exprimé en parallèle avec la maturation axonale, et sa présence hors de la période 
appropriée peut altérer les mécanismes auxquels il participe.  Chez le poisson zèbre, une 
sur-expression globale précoce de KCC2 entraîne des défauts de la neurogenèse. En effet, 
au niveau cellulaire, il est possible d’observer une prolifération et une différenciation 
réduite des interneurones, sans affecter les neurones moteurs et sensoriels (Côté et al., 
2011). Les interneurones semblent arrêtés au stade de progéniteur et ne peuvent par 
conséquent pas étendre d’axones hors de la moelle. Ces progéniteurs ne semblent pas 
dégénérer, dû à l’absence de mort cellulaire observable dans la moelle à 28hpf, et 
n’adoptent pas non plus une destinée gliale, considérée comme option la plus probable, 
mais semblent demeurer indifférenciés (Reynolds et al., 2008).  
 
But 
Le rôle crucial de KCC2 dans la différenciation cellulaire et donc dans 
l’établissement de réseaux neuronaux est évident chez le poisson zèbre. Sa sous-localisation 
particulière, strictement neuronale, ainsi que son interaction connue avec la kinase WNK1 
mutée chez les patients atteints de la NHSA de type 2 en fait une cible intéressante dans 




neuropathie dévastatrice. Cette étude vise à identifier le rôle particulier de l’isoforme 
protéique WNK1/HSN2, également sous-localisée strictement aux neurones, et à définir 
son interaction avec le co-transporteur KCC2 dans le contexte de la neuropathie humaine 
NHSA de type 2. 
  
Résultats 
Considérant l’implication développementale de la kinase, la présence très précoce 
des symptômes chez les patients atteints de la NHSA de type 2 ainsi que le manque 
d’innervation sensorielle révélé par les biopsies pratiquées chez ces derniers, notre 
hypothèse de recherche est la suivante. Les mutations tronquantes menant à la NHSA de 
type 2 causent une perte de fonction de l’isoforme WNK1/HSN2 spécifique au système 
nerveux entraînant un défaut dans le développement du système nerveux sensoriel 
périphérique.  Dans cette section, la kinase WNK1, plus précisément son isoforme 
WNK1/HSN2 a d’abord été caractérisée chez le poisson zèbre embryonnaire quant à son 
expression dans l’espace et dans le temps. Un modèle knockdown pour WNK1/HSN2, dont 
l’efficacité est révélée par RT-PCR et par buvardage de type Western, a été élaboré afin de 
nous permettre d’observer le développement en l’absence de cette isoforme et d’émettre 
une hypothèse quant à son rôle. Le phénotype obtenu par injection d’oligonucléotides 
morpholinos antisens révèle des défauts dans l’établissement du système sensoriel 
périphérique qu’est la ligne latérale. Un lien avec le co-transporteur KCC2 est alors établi 
par un phénotype commun, révélant la possibilité d’une voie moléculaire pathogène.  
 
Identification de WNK1 chez le poisson zèbre 
Au début du projet, le génome du poisson n’était pas complètement annoté et il 
fallut déterminer s’il existait un orthologue de la kinase WNK1. La séquence de la protéine 
humaine a été utilisée afin de trouver des séquences homologues sur GenBank. Plusieurs 
orthologues ont été identifiés, dont celui du Xenopus laevis, qui a été utilisé dans la 
recherche de l’assemblage du poisson zèbre par BLAT (BLAST-like alignment tool, UCSC 
genome browser; http://genome.ucsc.edu/). Les exons ont été identifiés par alignements de 
EST (expressed sequence tag; marqueur de séquence exprimée) ou par génomique 




différents orthologues ont ensuite été alignés par ClustalW afin d’annoter les exons, puis la 
similarité en acides aminés a été calculée par MatGAT v2.01.  
Chez le poisson zèbre, deux loci ont été identifiés comme ayant un haut degré 
d’homologie avec la séquence peptidique humaine. Ces deux orthologues sont présents sur 
les chromosomes 4 et 25, quoique seule la copie du chromosome 4 ait conservé l’exon 
HSN2 impliqué dans la NHSA de type 2. Cette copie du gène WNK1 a donc été déterminée 
comme cible unique au cours des expériences subséquentes (figure 8).  
 
Figure 7: Structure de WNK1/HSN2 chez le poisson zèbre. L’exon HSN2 
muté dans les cas de NHSA de type 2 est indiqué en bleu. Il est à noter que les exons 11-13 
sont bien conservés mais constituent un seul exon chez le poisson zèbre. (Adapté de 
Shekarabi et al.,2008) 
 
WNK1/HSN2 est localisé au niveau de la ligne latérale chez le poisson zèbre 
Tout ce qui était connu sur l’isoforme WNK1/HSN2 tenait à sa localisation 
particulière et avait été effectué dans le modèle murin. Il était donc impératif de faire un 
parallèle entre la souris et le poisson zèbre et de montrer une localisation similaire. Aucun 
anticorps commercial étant disponible alors, des anticorps maison avaient été développés 
contre la séquence de l’exon HSN2 chez la souris (Shekarabi et al., 2008) et furent 
conséquemment utilisés chez le poisson. Un marquage en immunohistochimie sur embryon 
entier révéla la présence de l’isoforme WNK1/HSN2 dans les neuromastes matures de la 








Figure 8 : Localisation de l’isoforme WNK1/HSN2 par 
immunohistochimie sur embryon entier. Des embryons de 4dpf ont été marqués 
par immunohistochimie, en utilisant un anticorps reconnaissant spécifiquement la séquence 
de l’exon HSN2. Ceci permet la localisation de l’isoforme WNK1/HSN2 au niveau des 
neuromastes de la ligne latérale postérieure. Les images ont été capturées en microscopie à 
fluorescence à magnification 20X. 
 
Des stades plus précoces ne révélèrent aucun signal, laissant présager que  
l’isoforme n’est pas encore exprimée. Il est possible que WNK1/HSN2 ne soit présente que 
dans les neuromastes matures par exemple, ou qu’elle y soit en très faible quantité  et donc 
non détectable. Plusieurs anticorps commerciaux contre la kinase WNK1 étaient 
disponibles, dont celui utilisé précédemment chez la souris, mais aucun d’entre eux n’a 





Expression de l’isoforme WNK1/HSN2 dans le temps  
La présence de l’isoforme chez le poisson zèbre est confirmée par détection en 
immunohistochimie, mais le temps précis de son expression, qui pourrait s’avérer crucial au 
développement, n’était pas claire. Un patron d’expression temporelle fut dressé, pour 
l’isoforme WNK1/HSN2 et pour la copie partielle du chromosome 25, par usage de RT-
PCR sur extraction d’ARN total. Les amorces furent conçues à partir de la séquence prédite 
déterminée pour les deux copies de WNK1, afin d’amplifier spécifiquement l’exon HSN2 









Figure 9: Expression dans le temps de l’isoforme WNK1/HSN2 et de la 
copie partielle de WNK1 du chromosome 25 par détection d’ARNm en 
RT-PCR. L’ARN total a été extrait d’embryons des stades de 16 cellules (16c), 18, 24 et 
72 heures (hpf) et de 7 jours (dpf) après fertilisation. L’ADNc utilisé a été dosé afin de 
permettre un résultat semi-quantitatif de la quantité d’ARNm présent pour l’isoforme 
WNK1/HSN2, tel que détectée par la séquence de l’exon HSN2, pour la copie partielle de 
la kinase WNK1 située sur le chromosome 25, telle que détectée par la séquence contenant 
le domaine kinase de l’exon 1 à 8, et pour le gène contrôle GAPDH. Des niveaux croissants 
de WNK1/HSN2 sont détectés, suivant le niveau de GAPDH, alors que la copie partielle de 
WNK du chromosome 25 semble être fortement exprimée dès la fertilisation.  
 
L’ARNm pour les deux cibles est présent dès le stade de 16 cellules (1.5 hpf), 
indiquant la présence de transcrits maternels (Figure 10). Ceci appuie l’hypothèse que 
WNK1 et son isoforme WNK1/HSN2 sont impliquées dans le développement. En effet, il a 




l’activation du génome zygotique, qui se produit vers 3.5hpf (Aanes et al., 2011). En plus 
d’être très précoce, l’expression de l’isoforme WNK1/HSN2 augmente dans le temps, 
suivant l’expression du contrôle GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, 
gène domestique) et ce jusqu’au stade de 7dpf, alors que la copie de WNK1 du 
chromosome 25 semble fortement exprimée dès le stade de 16 cellules. 
 
Knockdown  de l’isoforme WNK1/HSN2  
Afin de déterminer le rôle de l’isoforme WNK1/HSN2 au sein du développement du 
système nerveux du poisson zèbre,  un knockdown fut produit par usage de nucléotides 
morpholino antisense (antisens morpholino oligonucleotides, AMO). Trois cibles 
différentes ont été sélectionnées pour la conception des AMO pour permettre une 
spécificité du phénotype obtenu (Bill et al., 2009). Deux AMO ciblent le site donneur et 
accepteur d’épissage de part et d’autre de l’exon HSN2 afin d’inhiber le traitement de 
l’ARNm par encombrement stérique : HSN2_5’ et HSN2_3’, chevauchant  respectivement 
le 5’ et le 3’ des introns flanquant l’exon cible. Un AMO cible le codon d’initiation de 
WNK1, bloquant la traduction des ARNm par encombrement stérique du complexe 
ribosomal : WNK1_ATG. Cette approche permettrait de produire un knockdown de toutes 
les isoformes protéiques issues de la copie de WNK1 située sur le chromosome 4. 
Considérant le taux élevé de conservation de la copie de WNK1 du chromosome 25 (qui ne 
contient toutefois pas l’exon HSN2) et son expression élevée dès le stade de 16 cellules 
confirmé par RT-PCR (Figure 10), il est possible d’assumer que celle-ci produit un 
sauvetage des autres isoformes généralement traduites de la copie WNK1 du chromosome 
4. Ceci permettrait donc d’obtenir un knockdown efficace de l’isoforme WNK1/HSN2, tout 




L’efficacité du knockdown par modification de l’épissage a pu être vérifiée en RT-
PCR, car cette approche produit un ARNm mature présentant une structure altérée. En 
effet, en utilisant des amorces flanquant l’exon à sauter (ici HSN2), il fut possible 
d’observer une réduction dans la taille du produit obtenu. La localisation des amorces à 
l’intérieur des exons 8 et 9 permit de confirmer qu’aucun intron n’a été inclus suite à la 
présence de l’AMO, ce qui est une conséquence possible de cette approche (Bill et al., 
2009) (figure 11, A). Un buvardage de type Western a été effectué sur des homogénats de 
protéines extraites d’embryons knockdown afin de confirmer la réduction attendue de 
l’isoforme protéique WNK1/HSN2, tel que détectée par l’anticorps maison utilisé 
précédemment en immunohistochimie et chez la souris (Shekarabi et al., 2008) (figure 11, 
B). 
Figure 10: Confirmation de l’efficacité des AMO. A- L’effet des AMO 
HSN2_5’ et HSN2_3’ sur l’épissage est observable en RT-PCR par usage d’amorces 
flanquant le gène à sauter, ici HSN2 situant dans l’exon 8 et 9. Deux produits sont visibles, 
soit la séquence complète (full copy) entre l’exon 8 et 9 et la séquence épissée (spliced 
copy)  où l’exon HSN2 est manquant. Des embryons de type sauvage et knockdown pour 
WNK1/HSN2 de 72hpf ont été utilisés pour l’extraction d’ARN total. B- La baisse de 
quantité de protéines traduites suite à l’usage des AMO est détectable en immunobuvardage 
de type Western en utilisant un anticorps reconnaissant l’exon HSN2 spécifiquement, et ce 
dans les trois conditions AMO. Les homogénats de protéines ont été obtenus d’embryons 
entiers de 4 jours post fertilisation (dpf), injectés ou non, et dosés par méthode de Bradford. 
Le marquage Ponceau est présenté comme contrôle de la quantité de protéines chargées 




Les embryons knockdown ont présenté une morphologie normale, si ce n’est qu’un 
léger retard développemental, non détectable après 48hpf. Afin de visualiser l’organe 
mécanosensoriel du système nerveux périphérique qu’est la ligne latérale postérieure, le 
colorant vital 4-di-2-ASP (4-(4-diethylaminostyryl)-N-methylpyridinium) fut utilisé 
(Collazo et al., 1994; Hernandez et al., 2006). Suite à l’incubation dans  ce colorant vital, 
les embryons ont été anesthésiés et observés. Il a ainsi été possible d’observer que les 
embryons knockdown pour les trois différentes AMO présentaient une ligne latérale 
déficiente (figure 12,A). Afin de quantifier ce phénotype, un pointage a été attribué à 
chaque neuromaste de la ligne latérale postérieure, selon la méthode du 4-di-2-ASP score 
(Harris et al., 2003). Cette méthode permet de tenir compte non seulement de la présence 
des neuromastes mais aussi de leur taille en accordant deux points à un neuromaste entier et 
brillant, un point à un neuromaste partiel ou sombre et aucun point aux neuromastes 
manquants. Les résultats du 4-di-2-ASP score sont tabulés dans un diagramme à boîtes, car 
les résultats ne suivent pas une distribution normale (figure 12, B). La méthode de Dunn 
(comparaisons multiples) a permis de déterminer  que chacun des trois groupes knockdown 
















Figure 11 : Phénotype des embryons knockdown pour WNK1/HSN2. A- 
Marquage de la ligne latérale des embryons de type sauvage (WT) et des embryons 
knockdown à 72 heures post-fertilisation (hpf) pour WNK1/HSN2 par usage du colorant 
vital 4-di-2-ASP. L’embryon knockdown (par usage de l’AMO HSN2_3’ représentatif des 
trois conditions de knockdown) présente un défaut très apparent dans l’établissement de la 
ligne latérale. B-Diagramme en boîtes pour compte 4-di-2-ASP des embryons knockdown 
pour les trois approches AMO, soit HSN2_3’, HSN2_5’ et WNK1_ATG, représentés 





 rang centile, alors que la barre du centre représente le 50
e
 rang centile, et donc, la 
valeur médiane. Les traits représentent les valeurs minimales et maximales et les valeurs 
isolées sont représentées par de points. Les embryons knockdown présentent un pointage 
significativement inférieur lorsque comparé avec un groupe contrôle non-injecté (WT, 
représenté en gris), indiquant de graves défauts de développement de la ligne latérale 
postérieure.   
 
Innervation des neuromastes  
Le knockdown de l’isoforme WNK1/HSN2 entraîne un développement anormal de 
la ligne latérale postérieure, telle que détectée par le colorant vital 4-di-2-ASP. Ce colorant 
s’incorpore dans les neuromastes par les canaux de mécanotransduction  et permet donc de 
visualiser les cellules ciliées fonctionnelles (Hernández et al., 2005). Il était par conséquent 
possible que la ligne latérale soit structurellement établie, mais non fonctionnelle. Ceci 
pourrait indiquer un défaut dans le mécanisme d’innervation des neuromastes et non dans 




l’établissement de la ligne latérale, de l’immunohistochimie fut effectuée sur des embryons 
knockdown afin de marquer la protéine SV2 (synaptic vesicle protein 2) localisée aux 
terminaux pré-synaptiques. Suite à l’identification de la structure de neuromastes à la 
surface de la peau, l’innervation des cellules ciliées par des neurones sensoriels afférents a 
été observée en fluorescence. Tous les neuromastes observés ont présenté un certain degré 
d’innervation; les embryons knockdown présentaient moins de prolongations et de 
terminaisons synaptiques bulbeuses des neurones sensoriels afférents que les embryons de 
type sauvage (figure 13). Il est important de noter que seuls les neurites bulbeux forment 












Figure 12: Innervation des neuromastes chez les embryons knockdown 
par immunohistochimie de la protéine synaptique SV2. Des embryons de 72 
heures post-fertilisation (hpf) de type sauvage ainsi que des embryons knockdown pour 
WNK1/HSN2 (résultat représentatif pour le morpholino HSN2_5’) ont été marqués en 
immunohistochimie sur embryon entier afin de visualiser la protéine SV2 présente aux 
vésicules synaptiques. Les images ont été prises en microscopie confocale (40X) et révèlent 
un neuromaste peu innervé et possédant un nombre restreint de synapses pour l’embryon 




Neurones moteurs   
Afin d’observer si le knockdown de WNK1\HSN2 affecte le système moteur en plus 
du système sensoriel périphérique, des injections d’AMO ont été effectuées dans des œufs 
de poissons transgéniques exprimant le GFP (green fluorescent protein) sous le promoteur 
HB9, produisant des motoneurones fluorescents (figure 14). Le système moteur des 
embryons knockdown n’est semblablement pas affecté au niveau du développement, 
produisant ainsi un comportement normal. Ces résultats reflètent la présentation clinique 
des patients atteints de la NHSA de type 2 qui n’ont pas de dysfonction motrice. 
 
 
Figure 13: Les embryons knockdown ne présentent pas de défauts 
d’innervation motrice. Des embryons de 48 heures post-fertilisation (hpf) de la 
lignée HB9 :GFP exprimant le GFP dans les neurones moteurs  ont été injectés afin de 
produire des embryons knockdown pour WNK1/HSN2 (résultat représentatif pour le 
morpholino WNK1_ATG). Ces embryons n’ont pas présenté de défauts dans 
l’établissement de leurs neurones moteurs lorsque comparés avec des embryons HB9 :GFP 
non-injectés. Les images des somites 15-19 ont été prises en microscopie confocale (10X), 
les embryons étaient immobilisés dans de l’agarose 2% après avoir été anesthésiés avec de 





Expérience de sauvetage du phénotype knockdown  
En plus d’utiliser plusieurs AMO ciblant différentes séquences pour obtenir un 
knockdown spécifique, il est préférable d’effectuer un sauvetage du phénotype par injection 
d’ARN de type sauvage (Eisen et Smith, 2008; Bill et al., 2009). Dans ce cas-ci, comme la 
séquence de WNK1 n’est pas déterminée définitivement chez le poisson et comme cette 
kinase produit plusieurs isoformes dont les patrons d’épissages ne sont pas élucidés, deux 
constructions ont été conçues à partir de clones humains : HY02 (construction partielle 
WNK1 exon1-HSN2) et IC17 (construction complète WNK1 exons 1-28, sans petits exons 
11-12). Afin de réduire le nombre d’expériences individuelles à faire pour effectuer le 
sauvetage du phénotype, seul l’AMO le plus efficace (HSN2_3’ selon les résultats 
présentés à la Figure 12) a été sélectionné. La construction complète a d’abord été utilisée 
car elle possède le plus d’homologie avec la séquence prédite pour l’isoforme 
WNK1/HSN2 et est donc plus pertinente pour effectuer un sauvetage du phénotype 
knockdown. Des quantités de 30ng/µl à 200ng/µl d’ARN ont donc été co-injectées avec 
l’AMO et le test du 4-di-2-ASP score fut effectué (figure 15). Seule une injection de 
50ng/µl a révélé un pointage au 4-di-2-ASP score plus élevé et statistiquement significatif 
(P<0.05), du groupe contrôle (groupe injecté avec l’AMO seul) et donc un phénotype 
atténué indiquant un sauvetage partiel par la protéine humain du knockdown de 





Figure 14: Diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP pour le 
sauvetage par injection d’ARN de la construction complète de 
WNK1/HSN2 humain. Des œufs ont été injectés avec l’AMO HSN2_3’, ainsi 
qu’avec des quantités croissantes d’ARN de la construction complète de WNK1/HSN2 
humain et les embryons produits ainsi ont été marqués au colorant vital 4-di-2-ASP au 
stade de 72 heures post-fertilisation (hpf) afin de révéler leur ligne latérale postérieure. Le 
pointage du 4-di-2-ASP score a été attribué tel que mentionné précédemment afin de tenir 
compte de la présence mais aussi de la taille des neuromastes individuels. Les délimitations 
de la boîte représentent le 25e et le 75e rang centile, alors que la barre du centre représente 
le 50e rang centile, et donc, la valeur médiane. Les traits représentent les valeurs minimales 
et maximales et les valeurs isolées sont représentées par des points. Il est possible 
d’observer un sauvetage partiel du phénotype knockdown pour une co-injection de 50ng/µl 
d’ARN de la construction complète de WNK1/HSN2 humain, lorsque comparé avec des 





La construction partielle (séquence codant pour WNK1 de l’exon1 à l’exon HSN2 
seulement) a ensuite été utilisée afin d’observer si un ARN simulant les mutations 
tronquantes menant à la NHSA de type 2, considérées comme pertes-de-fonction,  pouvait 
sauver le phénotype. En effet, le domaine kinase de WNK1 se situe à l’exon 1 et il est 
possible que la protéine tronquée produite en conditions pathogènes soit tout de même 
fonctionnelle.   Des quantités de 30ng/µl à 150ng/µl d’ARN ont donc été co-injectées avec 
l’AMO et le test du 4-di-2-ASP score fut effectué (figure 16). Des injections de 50ng/µl, de 
75ng/µl et de 150ng/µl ont révélé un pointage au 4-di-2-ASP score plus bas et 
statistiquement significatif (P<0.05), du groupe contrôle (groupe injecté avec l’AMO seul).  
Ceci semblerait indiquer un effet néfaste de l’ARN de la construction partielle, et donc un 
effet nocif possible de la protéine tronquée. C’est donc dans cette optique qu’un test de sur-
expression d’ARN de la construction partielle a été effectué. Des doses de 30, 50, 100 et 
150ng/µl ont été injectées et le test du 4-di-2-ASP score fut effectué (figure 17). Toutes ces 
doses ont révélé un pointage plus bas statistiquement significatif (P<0.05) lorsque 
comparés avec des embryons de type sauvage. Ces résultats appuieraient l’hypothèse de 
toxicité de la protéine tronquée, simulée par l’ARN de la construction partielle. Afin de 
déterminer si le phénotype observé est causé par la protéine tronquée et non par simplec 
injection d’ARN étranger chez l’œuf de poisson, des injections de doses massives d’ARN 
des deux constructions (partielle : 514ng/µl, complète : 562ng/µl)  ont été injectées et le test 
du 4-di-2-ASP score fut effectué (figure 18). Les deux groupes injectés ont révélé un 
pointage plus bas statistiquement significatif (P<0.05) lorsque comparés avec le groupe 
contrôle, mais non significatif lorsque comparés entre eux. Ceci indiquerait que l’injection 
d’ARN en tant que tel engendrerait un pointage plus bas en ce qui a trait au 4-di-2-ASP 
score, et permettrait de supporter l’hypothèse que la protéine tronquée produite en 







Figure 15: Diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP pour le 
sauvetage par injection d’ARN de la construction partielle de 
WNK1/HSN2 humaine. Des œufs ont été injectés avec l’AMO HSN2_3’, ainsi 
qu’avec des quantités croissantes d’ARN de la construction partielle de WNK1/HSN2 
humain (exons 1 à HSN2 seulement) et les embryons produits ainsi ont été marqués au 
colorant vital 4-di-2-ASP au stade de 72 heures post-fertilisation (hpf) afin de révéler leur 
ligne latérale postérieure. Le pointage du 4-di-2-ASP score a été attribué tel que mentionné 
précédemment afin de tenir compte de la présence mais aussi de la taille des neuromastes 
individuels. Les délimitations de la boîte représentent le 25e et le 75e rang centile, alors que 
la barre du centre représente le 50e rang centile, et donc, la valeur médiane. Les traits 
représentent les valeurs minimales et maximales et les valeurs isolées sont représentées par 
des points. Il est possible d’observer un aggravation du phénotype knockdown pour une co-
injection de 50, 75 et 150ng/µl d’ARN de la construction partielle de WNK1/HSN2 
humain, lorsque comparé avec des embryons injectés avec l’AMO seul. Ceci indiquerait un 







Figure 16: Diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP pour la sur-
expression d’ARN de la construction partielle de WNK1/HSN2 
humaine. Des œufs ont été injectés avec des quantités croissantes d’ARN de la 
construction partielle de WNK1/HSN2 humain (exons 1 à HSN2 seulement) et les 
embryons produits ainsi ont été marqués au colorant vital 4-di-2-ASP au stade de 72 heures 
post-fertilisation (hpf) afin de révéler leur ligne latérale postérieure. Le pointage du 4-di-2-
ASP score a été attribué tel que mentionné précédemment afin de tenir compte de la 
présence mais aussi de la taille des neuromastes individuels. Les délimitations de la boîte 
représentent le 25e et le 75e rang centile, alors que la barre du centre représente le 50e rang 
centile, et donc, la valeur médiane. Les traits représentent les valeurs minimales et 
maximales et les valeurs isolées sont représentées par des points. Il est possible d’observer 
un effet toxique de l’ARN de la construction  partielle de WNK1/HSN2 humain lorsque les 
embryons injectés sont comparés avec des embryons de type sauvage. Ceci renforce l’idée 




Figure 17: Diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP pour sur-
expression massive d’ARN des constructions complète et partielle de 
WNK1/HSN2 humaine. Des œufs ont été injectés avec des quantités très élevées 
d’ARN des constructions partielle (514ng/µl) et complète (562ng/µl) de WNK1/HSN2 
humain et les embryons produits ainsi ont été marqués au colorant vital 4-di-2-ASP au 
stade de 72 heures post-fertilisation (hpf) afin de révéler leur ligne latérale postérieure. Le 
pointage du 4-di-2-ASP score a été attribué tel que mentionné précédemment afin de tenir 
compte de la présence mais aussi de la taille des neuromastes individuels. Les délimitations 
de la boîte représentent le 25e et le 75e rang centile, alors que la barre du centre représente 
le 50e rang centile, et donc, la valeur médiane. Les traits représentent les valeurs minimales 
et maximales et les valeurs isolées sont représentées par des points. Il est possible 
d’observer un effet toxique de l’ARN des deux constructions de WNK1/HSN2 humain 
lorsque les embryons injectés sont comparés avec des embryons de type sauvage. Ceci 
permet d’affirmer que l’injection d’ARN a un effet toxique sur la ligne latérale postérieure, 
mais que cet effet n’est pas attribué à la construction partielle de WNK1/HSN2, et donc que 




Localisation de KCC2 chez le poisson zèbre 
Notre hypothèse mécanistique quant au développement de la NHSA de type 2 
implique une interaction entre la kinase WNK1 et le co-transporteur KCC2  qui avait déjà 
été rapportée dans la littérature (Khale et al., 2010). Afin de vérifier si cette interaction est 
envisageable chez le modèle poisson zèbre, la localisation des transcrits du co-transporteur 
a été vérifiée par hybridation in situ (figure 19). Il a été possible de détecter la présence de 
transcrits au niveau de la moelle, suivant le gradient d’expression rostro-caudal bien connu, 
ainsi que dans le rhombencéphale et dans les neuromastes matures. C’est la première fois 
que la présence de KCC2 est observée dans les neuromastes du poisson zèbre et ceci 
supporte notre hypothèse d’interaction avec WNK1, ou plus précisément l’isoforme 
WNK1/HSN2, comme la kinase est également localisée au niveau des neuromastes de la 
ligne latérale.  
Figure 18: Hybridation in situ du co-transporteur KCC2. Des embryons de 
type sauvage de 72 heures post-fertilisation (hpf) et de 4 jours post-fertilisation (dpf) ont été 
utilisés afin de détecter l’ARN de KCC2 par hybridation in situ. Il a été possible d’observer 
la présence de KCC2 au niveau de la moelle, suivant un gradient rostro-caudal du 
rhombencéphale vers la queue, ainsi que dans un neuromaste mature de la ligne latérale 




Phénotype KCC2 chez les embryons knockdown WNK1/HSN2  
Si une interaction est bien présente entre la kinase WNK1 et le co-transporteur 
KCC2 et que celle-ci est impliquée dans le développement de la NHSA de type 2 comme le 
veut notre hypothèse mécanistique, alors il est possible d’envisager un effet sur KCC2 du 
knockdown de l’isoforme WNK1/HSN2. Des embryons knockdown ont donc été utilisés 
afin d’observer l’expression de KCC2 par RT-PCR (figure 20). Une augmentation dans le 













Figure 19: Expression du co-transporteur KCC2 chez des embryons 
knockdown pour WNK1/HSN2 par détection d’ARNm en RT-PCR. Des 
embryons de type sauvage ainsi que des embryons knockdown pour WNK1/HSN2 de 72 
heures post-fertilisation (hfp) ont été utilisés pour extraire l’ARN total. L’ADNc produit de 
celu-ci a été dosé afin d’effectuer une RT-PCR semi-quantitative détectant la présence de 
KCC2. Il est possible d’observer une sur-expression de KCC2 chez les embryons 
knockdown pour les trois approches AMO, soit  HSN2_3’. HSN2_5’ et WNK1_ATG, 





La sur-expression d’ARN humain KCC2 phénocopie le knockdown 
Afin de solidifier le lien s’établissant entre KCC2 et WNK1/HSN2, des injections 
d’ARN humain de KCC2 (Reynolds et al., 2008; Côté et al., 2011) furent effectuées, dans 
le but de mimer la sur-expression du co-transporteur révélée par RT-PCR (Figure 20). Ceci 
eut pour effet de phénocopier le knockdown de WNK1/HSN2 en causant des défauts de 
développement au niveau de la ligne latérale, telle que détectée par le colorant vital 4-di-2-
ASP (figure 21-A). En appliquant le test du 4-di-2-ASP score, il fut possible de quantifier le 
phénotype obtenu par sur-expression d’ARN KCC2 humain et ainsi de le comparer avec 
celui obtenu par injection d’AMO (figure 21-B). La sur-expression de KCC2 a permis un 

















Figure 20: Phénocopie du knockdown de WNK1/HSN2 par sur-
expression d’ARN humain KCC2. A- Des œufs ont été injectés avec de l’ARN de 
KCC2 humain à une concentration utilisée ultérieurement suffisante pour induire une sur-
expression (Reynolds et al., 2008; Côté et al., 2011), tel que démontré par la courbature de 
la moelle y indiquant une hausse de la neurogenèse conséquente. La ligne latérale des 
embryons de72 heures post-fertilisation (hpf) a été visualisée à l’aide du colorant vital 4-di-
2-ASP. Les embryons surexprimant l’ARN de KCC2 humain présentent une ligne latérale 
défectueuse, phénocopiant les embryons knockdown pour WNK1/HSN2. Des flèches 
indiquent la présence de neuromastes déficients chez les embryons surexprimant KCC2 
humain. B- Diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP indiquant un phénotype similaire 
pour le knockdown de WNK1/HSN2 par usage de l’AMO HSN2_3’ et pour la sur-
expression d’ARN de KCC2 humain. La sur-expression a été modulée afin d’obtenir un 
phénotype de sévérité équivalente. Les délimitations de la boîte représentent le 25e et le 75e 
rang centile, alors que la barre du centre représente le 50e rang centile, et donc, la valeur 
médiane. Les traits représentent les valeurs minimales et maximales et les valeurs isolées 




Sauvetage par double knockdown de KCC2 et de WNK1/HSN2  
Les résultats présentés jusqu’ici soutiennent l’hypothèse d’interaction inhibitrice 
entre WNK1/HSN2 et KCC2 dans le développement du phénotype knockdown chez le 
modèle poisson zèbre. Comme les résultats de RT-PCR indiquent une sur-expression de 
KCC2 en conditions de knockdown de WNK1/HSN2 (figure 20), et que la sur-expression 
d’ARN humain de KCC2 phénocopie ce même knockdown (figure 21), l’hypothèse 
mécanistique évolue afin de définir une voie moléculaire possible plaçant WNK1/HSN2 en 
amont de KCC2. Un sauvetage de la sur-expression de KCC2 causée par le knockdown de 
l’isoforme WNK1/HSN2 est effectué par knockdown de KCC2, autrement dit, par un 
double knockdown. L’AMO utilisé pour effectuer le knockdown de KCC2 avait 
antérieurement été utilisé chez le poisson zèbre dans l’étude du revirement de la 
signalisation GABAergique au sein des cellules du ganglion rétinien mais aucun phénotype 
particulier n’avait été rapporté (Zhang et al.,2010). Les embryons knockdown pour KCC2 
produits par injection de cet AMO ont présenté une morphologie différente des embryons 
contrôle (figure 22-A). En effet, ceux-ci affichaient une queue plus courte et parfois 
courbée ainsi qu’une moelle semblablement moins épaisse. Un nombre plus élevé 
d’embryons malformés étaient également présents dans le groupe knockdown que par 
rapport au groupe contrôle. Au niveau de la ligne latérale, telle que détectée par le colorant 
vital 4-di-2-ASP, le développement semble normal, si ce n’est que du moins grand nombre 
de neuromastes présents quoique régulièrement espacés, probablement dû à la taille réduite 
de la queue. Les embryons double knockdown, soit knockdown pour WNK1/HSN2 et pour 
KCC2, ont également présenté une morphologie altérée, quoique moins gravement que les 
embryons knockdown pour KCC2 seulement (figure 22-B). Ceci, en plus de la 
quantification obtenue en appliquant le test du 4-di-2-ASP score, indiquerait un sauvetage 
du phénotype knockdown WNK1/HSN2 par knockdown de KCC2 où les embryons des 
deux conditions de double knockdown obtiendraient un pointage statistiquement significatif 
(P<0.05) lorsque comparés avec les deux groupes contrôle (HSN2_3’ et sur-expression 


















Figure 21: Sauvetage de la sur-expression de KCC2 par double 
knockdown WNK1/HSN2 et KCC2. A- La morphologie des embryons 
knockdown KCC2 est différente d’un embryon de type sauvage, présentant une queue plus 
courte et une tête un peu plus petite à 72 heures post-fertilisation. B- La morphologie des 
embryons double knockdown est très similaire à celle des embryons knockdown pour 
KCC2 (AMO KCC_MO1), et présentent une queue légèrement courbée, similaire aux 
embryons surexprimant KCC2.  C- Le diagramme en boîtes du pointage 4-di-2-ASP révèle 
que le double knockdown produit un sauvetage partiel du phénotype knockdown 
WNK1/HSN2 pour une dose de 0.5mM d’AMO contre KCC2. Les délimitations de la boîte 
représentent le 25e et le 75e rang centile, alors que la barre du centre représente le 50e rang 
centile, et donc, la valeur médiane. Les traits représentent les valeurs minimales et 




Effet du knockdown de WNK1/HSN2 sur les progéniteurs de la LLP  
L’expression temporelle appropriée du KCC2 est absolument essentielle à sa 
fonction : sa présence précoce entraînant des défauts dans la neurogenèse, autant au niveau 
de la prolifération des interneurones que de la différenciation neuronale (Reynolds et al., 
2008; Côté et al., 2011). Tel que présenté précédemment, le knockdown de l’isoforme 
WNK1/HSN2 cause une sur-expression de KCC2. Ceci pourrait vraisemblablement causer 
un débalancement dans la régulation de l’expression temporelle du co-transporteur et 
influencer la prolifération des progéniteurs neuronaux. Pour vérifier cette hypothèse, des 
embryons de poissons cldnb :GFP ont été injectés afin de produire des embryons 
knockdown dont le primordium est fluorescent ; le GFP étant sous l’expression du 
promoteur de la claudine B, exprimée dans la membrane des cellules du primordium 
migrant, ainsi que dans les cellules ciliées des neuromastes. Comme le primordium de la 
LLP est une structure motile très dynamique, il est très difficile de  comptabiliser les 
cellules le constituant dans des embryons vivants. Les embryons ont donc été disposés sur 
le côté, permettant une vue d’ensemble du primordium et de sa structure arborant trois 
rosettes, et des images ont été prises. L’aire du primordium a été mesurée en unités 
arbitraires avant la déposition du premier pro-neuromaste (figure 23-A) et ces mesures ont 
été regroupées dans un diagramme de dispersion (figure 23-B). Les embryons knockdown  
pour WNK1/HSN2 ont présenté un primordium de taille plus petite statistiquement 
significative (P<0.05) que par rapport aux embryons du groupe contrôle. L’organisation en 
rosettes des cellules au sein du primordium, ainsi que leur taille, n’a cependant pas semblé 
affectée, indiquant un effet probable du knockdown de WNK1/HSN2 sur la prolifération 


























Figure 22: Baisse de la prolifération des progéniteurs de la LLP. A-Des 
embryons de poissons cldnb :GFP ont été injectés pour produire un knockdown de WNK1/HSN2 
chez des embryons exprimant la GFP dans les cellules du primordium migrant. Les images du 
primordium ont été prises en microscopie confocale (10X) entre 22 et 24 heures post-fertilisation 
afin de permettre la visualisation du primordium avant le premier dépôt de pro-neuromaste. Les 
embryons étaient disposés sur le côté, la tête vers la gauche et le dos vers le haut. Il est possible 
d’observer un primordium de taille réduite chez l’embryon knockdown lorsque comparé avec un 
embryon contrôle. B- La taille du primordium a été mesurée en unités arbitraires pour les 
embryons de type sauvage et pour les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 et ces mesures 
ont été compilées dans un diagramme de dispersion. Il est possible d’observer que l’aire du 
primordium est plus petite chez les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 que chez les 
embryons contrôles. La moyenne est indiquée par un trait. C-Afin de confirmer que la taille 
réduite du primordium est bien due à une baisse de prolifération et non à une morphologie 
altérée des cellules composant celui-ci, la taille et l’organisation des cellules au sein du 
primordium a été observée (Magnification 20X). Aucune différence n’est notée entre les cellules 




Sort des progéniteurs de la LLP 
Antérieurement, la sur-expression de KCC2 humain chez le poisson n’avait pas 
révélé une hausse de mort cellulaire à des stades précoces de développement, et ce, malgré 
le fait que les progéniteurs neuronaux ne se différencient pas (Reynolds et al., 2008; Côté et 
al., 2011). Il est cependant probable que ces progéniteurs affectés par la sur-expression de 
KCC2 meurent à un stade plus avancé, à défaut de se différencier. Un marquage à l’orange 
d’acridine a donc été effectué à un stade de 72hpf chez des embryons knockdown pour 
WNK1/HSN2 et a révélé de la mort cellulaire au niveau de la moelle (figure 24,A) et de la 
LLP (figure 24,B) pour toutes les approches AMO, mais pas chez les embryons contrôle. 
Ceci indiquerait que suite à un arrêt dans la différenciation neuronale, les progéniteurs alors 










Figure 23: Mort cellulaire révélée par marquage à l’orange 
d’acridine. A- Vue de la moelle d’un embryon de type sauvage versus un 
embryon knockdown pour WNK1/HSN2 dont la mort cellulaire est marquée par 
orange d’acridine. Les embryons de 72 heures post-fertilisation (hpf) ont été 
disposés sur le coté, la tête vers la gauche et le dos vers le haut et les images ont 
été prises en microscopie confocale (10X). La moelle est délimitée par deux 
lignes blanches. B-Vue d’un neuromaste présentant de la mort cellulaire chez un 
embryon knockdown pour WNK1/HSN2. Il est aussi possible d’apercevoir de la 
mort cellulaire au niveau du nerfs de la ligne latérale postérieure, formant une 
ligne de part de d’autre du neuromaste.  
  
Matériel et Méthodes 
 
Les lignées de type sauvage de poissons zèbres ont été croisées et élevées à 28.5 °C  selon 
les procédures préalablement établies (Westerfield, 1995) et les manipulations ont été 
réalisées en respect du Conseil Canadien de Protection des Animaux selon les directives 
établies par le laboratoire de pathologie et de biologie cellulaire du Dr Pierre Drapeau. Tous 
les produits chimiques proviennent de Sigma sauf si indications contraires. 
 
Lignées transgéniques 
La lignée transgénique [HB9:GFP] à gracieusement été obtenue du Zebrafish International 
Resource Center (University of Oregon, Eugene, OR; Flanagan-Street et al., 2005). Cette 
lignée permet de visualiser les axones des neurones moteurs qui sont marqués par le GFP 
membranaire (mGFP), exprimé sous le contrôle du promoteur du gène hb9 provenant du 
poisson zèbre. 
La lignée transgénique [cldnb:lynGFP] à gracieusement été offerte par Haas et Gilmour 
(2006). La claudine B, ici marquée par GFP, est fortement exprimée au niveau de la ligne 
latérale, marquant les cellules du primordium, les pro-neuromastes et les cellules inter-
neuromastes. À 4dpf, la claudine B se retrouve restreinte aux cellules de support dans tous 
les neuromastes (López-Schier et al., 2004). 
 
Injections d’oligonuctléotides morpholino antisens  
Les deux AMO  interférant avec l’épissage (soit HSN2_3’ et HSN2_5’) et l’AMO bloquant 
la traduction (soit WNK1_ATG) ont été injectés à des concentrations respectives de  
1.5mM, 2mM et 0.9mM avec un total de 0.2% de colorant vital Fast Green afin de 
permettre la visualisation du volume injecté. Ces concentrations optimales ont été établies 




morts (semblable aux portées WT) en conservant toutefois un grand nombre de poissons 
phénotypiques. Les séquences des AMO ont été déterminées à partir de la séquence prédite 
du gène WNK1 comprenant l’exon HSN2, tel que décrit dans la section résultats et 
synthétisées par Gene Tools (Philomath, OR, USA). 
HSN2_3’ : 5’- CGAGAACGAGTATTTCTAGGTACCA-3’ 
HSN2_5’ : 5’-TGCAGTGACAATAACATACAGCATC-3’ 
WNK1_ATG : 5’- TTGGGATTTCCGATGACATCTTC-3’ 
Deux AMO ont été synthétisés afin de bloquer l’expression du gène KCC2 chez le poisson 
zèbre. La séquence du premier AMO a été obtenue de la littérature (Zhang et al., 2010) et 
cible le codon départ du gène. Depuis la publication de cet article, la séquence du gène 
KCC2 du poisson zèbre a été revue et nous avons donc sélectionné une seconde cible près 
du codon départ qui semblait promettre de meilleurs résultats. Ces deux morpholinos 
servent donc de contrôle interne, où deux cibles différentes mènent à un phénotype 
commun qui est donc plus fiable. Les séquences pour ces deux AMO, injectés à une 
concentration de 0.75mM sont : 
KCC2_AMO1 : 5’-CTCCTTTGATCTCCAGTGTCTGCAT-3’ 
KCC2_AMO2 (Zhang et al., 2010) : 5’-TGGATGTTGCATCTCCTGTGAACAT-3’ 
Le même phénotype a été obtenu pour des injections de ces deux AMO, cependant seul 
KCC2_AMO1 a été utilisé pour la suite des expériences (double knockdown WNK1/HSN2 
et KCC2).  
Les injections ont été effectuées dans des œufs fertilisés au stade de développement 2-4 
cellules à l’aide d’un système d’injection à pression Picospritzer III (Parker Hannifin Corp). 
Des tubes capillaires tirés ont été utilisés comme aiguille (Flaming/Brown type 






Sur-expression de Kcc2 humain 
L’ARNm de KCC2 humain a été transcrit d’une construction en vecteur pCS2 qui fut 
linéarisé avec l’enzyme de restriction KpnI en utilisant le kit SP6 polymerase mMESSAGE 
mMACHINE (Ambion). L’ARNm ainsi produit a ensuite été dilué dans de l’eau sans 
nucléases (Ambion). L’ARNm de KCC2 humain a été injecté à une concentration de 
150ng/µl additionné de 0.2% de colorant vital Fast Green pour juger du volume 
d’injection ; cette même concentration avait été utilisée précédemment pour produire une 
sur-expression (Côté et al., 2011). Les injections ont été effectuées dans des œufs fertilisés 
au stade de développement 1-2 cellules à l’aide d’un système d’injection à pression 
Picospritzer III (Parker Hannifin Corp). Des tubes capillaires tirés ont été utilisés comme 
aiguille (Flaming/Brown type micropipette /patch pipette puller). 
 
Constructions de WNK1/HSN2 humain 
Les deux constructions de la kinase WNK1 humaine ont été produites dans le vecteur 
poisson zèbre pCS2 avec un promoteur CMV (cytomégalovirus) et une région UTR de b-
glotine de xénopus. Les ARNm de ces constructions ont été produits tel que décrit 
précédemment. Ces constructions contenaient toutes deux une étiquette myc (6x myc-tag) à 
la fin de leur séquence codante. La construction humaine WNK1/HSN2 partielle 
comprenait la séquence codant pour l’exon1 du gène WNK1 humain, l’exon 2 à 8 
provenant du clone CF142377 et l’exon HSN2  amplifié du gène humain. La construction 
humaine WNK1/HSN2 complète comprenait toute la séquence codante incluse dans la 
construction partielle, additionnée de l’exon 9 du clone CF142377 et des exons 10-28 (sans 
les petits exon 11-12) du clone BC141881. L’ARNm pour les constructions complètes et 
partielles, une fois dilué dans de l’eau sans nucléases (Ambion), a produit des stocks de 
concentrations respectives de 562ng/µl et 514ng/µl. Ces stocks furent utilisés à des 




une concentration de 1.5mM, le tout additionné de 0.2% de Fast Green pour juger du 
volume d’injection.  
 
Immunohistochimie 
Les embryons ont été déchorionés et anesthésiés dans du 0,02 % tricaïne dilué dans du 
milieu Evans (Saint-Amant & Drapeau 2000) au pH 7,8. Ils ont ensuite été fixés dans une 
solution de 4% paraformaldéhyde (PFA, dans du PBS) toute une nuit à 4°C. Ces embryons 
ont ensuite été lavés dans du PBST (PBS : 0.8% NaCl, 0.02% KCl, 0.02% PO4 dans de 
l’eau distillée ; PBST : 0.001% Tween-20 ajouté) pendant 3 séries de 15 minutes, où 3 
rinçage étaient effectués au début. Les embryons furent entreposés à -20°C dans du 
méthanol pendant au moins une nuit. Suite à la congélation, les embryons ont été lavés dans 
des solutions de 75%, 50%, 25% et 0% de méthanol dans de l’eau distillée pour 15 minutes 
(chaque condition), puis 30 minutes dans de l’eau distillée pour réhydrater. Ils furent par la 
suite incubés pendant 1h dans la solution de blocage (2% sérum de chèvre, 1% BSA, 1% 
DMSO et 0.1% Triton X-100 dans du PBS), puis incubé toute la nuit à 4°C dans l’anticorps 
primaire avec de la solution de blocage fraîche. Les anticorps primaires ont été utilisés aux 
concentrations suivantes : anti-HSN2, 1 :1000 (Shekarabi et al., 2008) ; anti-SV2, 1 :200 
(Developmental Studies Hybridoma). Les anticorps secondaires furent ajoutés dans de la 
solution de blocage fraîche après un lavage au PBST de 2x15 min et 1x30min,  dans une 
concentration de 1 :1000. Ces anticorps sont est de type chèvre anti-lapin et anti-souris 
(IgG H+L, Alexa Fluor 488, Invitrogen).  Les embryons ont ensuite été incubés pour 1h 
dans du glycérol 80% puis montés sur lame. 
 
Buvardage de type Western 
Les homogénats de protéines ont été obtenus d’embryons entiers de 4 jours post 




HSN2_5’ et WNK1_ATG) par trituration dans du tampon d’échantillon SDS (SDS sample 
buffer ; 63 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% glycérol, 5% ß-mercaptoéthanol, 3.5% sodium 
dodecyl sulfate, dans de l’eau distillée). Les homogénats ont été gardés sur glace, puis 
centrifugés à 13000 RPM pendant 10 minutes. Le surnageant fut conservé puis les 
homogénats furent dosés par méthode de Bradford (Bio-Rad Protein assay kit). Pour 
chaque condition, 75µg de protéines ont été déposés dans les puits d’un gel SDS/PAGE 
d’acrylamide 8%, migré pendant 2h30 à 90V puis transféré pendant 2h à 230mA sur une 
membrane de nitrocellulose Hybond-ECL (Amersham Biosciences). La membrane a 
ensuite été récupérée et bloquée dans du TBS (20mM Tris, pH 7.5, et  500mM NaCl dans 
de l’eau distillée) contenant 5% de lait en poudre pendant 1h à température pièce. Elle fut 
par la suite incubée tout une nuit à 4°C dans l’anticorps primaire (ici, un anti-HSN2 obtenu 
de Shekarabi et al., 2008) dilué dans de la solution de blocage fraîche. La membrane a été 
rincée 3x15 minutes dans du TBST (TBS additionné de 0.05% Tween-20) puis incubées 2h 
à température pièce dans 1 :2000 de l’anticorps secondaire, un IgG (H+L) de chèvre anti-
lapin conjugué à la peroxydase (Affini Pure, Jackson ImmunoResearch). Les membranes 
ont été exposées en utilisant la trousse de substrat Lumi-Light Western Blot Substrate 
(Roche). Le marquage Ponceau a été effectué sur la membrane subséquemment rincé au 
TBST et est présenté comme contrôle de la quantité de protéines chargées dans les puits. 
 
Hybridation in situ 
Des amorces ont été synthétisées pour cibler l’ARN de KCC2 du poisson zèbre. Des 
embryons de 72hpf et de 4dpf ont été utilisés pour la détection en hybridation in situ par 
fluorescence (FastRed) selon le protocole précédemment établi (adapté de Jowett, 2001). 
 
RT-PCR (reverse transcriptase) 
L’ARN total du poisson zèbre à différents stades de développement (16 cellules, 18hpf, 




HSN2_5’ et WNK1_ATG) de 72hpf a été extrait en utilisant du Trizol (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) par extraction au guanidinium thiocyanate-phénol-chloroform. L’ADNc a 
été synthétisé avec le kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas). 
Cet ADNc a été dosé et a par la suite été utilisé dans la réaction de RT-PCR selon le 
protocole fourni avec l’enzyme Expand Long Template (Roche) pour un volume réactif 
final de 20µl. Les incubations ont été faites selon le programme suivant : dénaturation à 
94°C, 2 minutes; 10 cycles de 94°C, 10s pour dénaturation, température d’hybridation 
spécifique aux amorces, 30s, élongation à 68°C, 1min; 25 cycles de 94°C, 15s pour 
dénaturation, température d’hybridation spécifique aux amorces, 30s, élongation à 68°C, 
2min;  élongation finale à 68°C pendant 7 minutes; refroidissement et maintien à 8°C.  
Les amorces utilisées pour amplifier la séquence de KCC2 du poisson zèbre furent les 
suivantes : amorce sens KCC2 : TTTCACCGAGGGCCACATTGACG; amorce antisens 
KCC2 : TCCACCTCCACGCACAAGAAGGAC (synthétisées pour Reynolds et al., 2008) 
Les amorces utilisées pour la confirmation du knockdown par interférence avec l’épissage 
(AMO HSN2_3’ et HSN2_5’) ont été synthétisées pour amplifier séquence flanquant 
l’exon HSN2, soit de l’exon 8 à l’exon 9 (séquence incluant donc une partie de l’exon 8, 
l’exon épissé alternativement 8b, l’exon HSN2 et une partie de l’exon 9) et furent les 
suivantes : amorce sens (WNK1 exon 8) : GAACATCCCAACAACAGCAGGTC, amorce 
antisens (WNK1 exon 9) : GTAGACTGAGGAATGGGGACTTGAACC.  
Les échantillons ont été observés sur gel d’agarose 1%, dépôts de 10µl additionné de 
bromure d’éthidium contre un contrôle du gène domestique GAPDH.   
  
Marquage de la ligne latérale 
La ligne latérale a été marquée à l’aide du colorant vital 4-(4-diéthylaminostyryl)-N-
méthylpyridinium (4-di-2-ASP ; Invitrogen) dilué à 0.5mM dans de la solution d’Evans. 
L’incubation a été effectuée au noir à 28.5°C pendant 30 minutes. Les embryons ont 




a été effectuée sur un microscope à dissection (Olympus) équipé d’une lampe à épi-
fluorescence. Ce protocole a été adapté de Collazo et al., 1994 ; Ledent, 2002 et Hernández 
et al.,2005.  
 
Détection de mort cellulaire 
Les embryons ont été incubés pendant 30 minutes à 28.5°C dans une solution 1X d’orange 
d’acridine dans de la solution d’Evans préparée à partir d’un stock 100X (1mg/ml dans de 
l’eau nanopure sans RNAase). Ils ont ensuite été rincés successivement dans de la solution 
d’Evans fraîche 3x10 minutes et 1x30 minutes avant d’être anesthésiés à l’aide de tricaïne 




 L’imagerie a été effectuée sur un système de microscopie confocale (spinning disk) 
Quorum WaveFX (Quorum technologie Inc Ghelph, On, Canada) sur une base de 
Yokogawa CSU-10 (Yokogawa Electric) modifiée et monté sur un microscope droit 
Olympus BX61WI. L’acquisition des images a été faite à l’aide d’une caméra Hamamatsu 
ORCA-ER et du logiciel Volocity (PerkinElmer).  
Fluorescence 
L’imagerie sur microscope à  fluorescence a été effectuée sur un microscope droit (Nikon) 






Le programme Sigma Stat (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) a été utilisé pour 
l’analyse statistique sur les données recueillies. Les ensembles de données qui n’étaient pas 
distribuées normalement ont été soumises au test ANOVA (on ranks), puis au test de 
Kurskal-Wallis (One Way Analysis of Variance on Ranks). Les différents groupes ont 
ensuite été comparés entre eux par la méthode de Dunn (Multiple Comparisons) pour 
identifier les groupes significativement différents des autres. Le seuil de significativité a été 




La NHSA de type 2 est caractérisée par une perte de perception sensorielle, pour 
toutes modalités, dans les membres distaux généralement associée à un diagnostic dans les 
deux premières décennies de vie. Contrairement aux autres types de NHSA, le type 2 
n’implique pas de dysfonctions motrices, mais se présente avec plusieurs troubles 
autonomes comme la perte des réflexes tendineux et autres complications telles qu’ulcères, 
infections, joints de Charcot et amputations accidentelles (Murray, 1973; Auer-Grumbach 
et al.,2005; Axelrod et Gold-von Simson, 2007; Kurth, 2010). Une étude de cas s’est même 
penchée sur l’aspect du nerf sural suivant une biopsie, rapportant un manque marqué de 
fibres myélinisées et une diminution du nombre de fibres non myélinisées (Johnson et 
Spalding, 1964).  
 
Suivant la découverte des mutations responsables de la NHSA de type 2 au sein 
d’un exon particulier du gène WNK1, le groupe du Dr Guy Rouleau s’était intéressé à la 
caractérisation de cette isoforme protéique. Ils ont découvert que toutes les mutations 
associées à la NHSA de type 2 causaient la production d’une protéine tronquée présumée 
non fonctionnelle.  Cette protéine serait une isoforme particulière de la kinase WNK1, 
contenant l’exon à épissage alternatif HSN2, issu d’un second promoteur (détecté chez la 
souris et chez l’humain; Delaloy et al., 2003). La présence de cette isoforme spécifique fut 
détectée par buvardage de type Western et il fut établi que son expression était restreinte au 
système nerveux, au contraire de la kinase WNK1 qui est ubiquitaire. WNK1/HSN2 est 
donc présente dans le système nerveux périphérique, dont le ganglion spinal et le nerf 
sciatique, mais aussi dans le système nerveux central (détection au niveau du cerveau). En 
immunohistochimie il fut possible de voir qu’au niveau du ganglion spinal, le signal 
détectant WNK1/HSN2 était présente chez les cellules satellites enveloppant les neurones 
sensoriels et dans les cellules de Schwann entourant le nerf sciatique en plus du corps 




au niveau des zones marginales de Lissauer, responsables du relai de l’information associée 
à la douleur et à la température. Une autre expérience en immunohistochimie sur des 
neurones murins adultes révéla que l’isoforme WNK1/HSN2 était localisée dans le corps 
cellulaire et dans les axones des neurones sensoriels alors que les autres isoformes étaient 
restreintes au corps cellulaire (Shekarabi et al., 2008). Essentiellement, tout ce qui était 
connu sur  l’isoforme WNK1/HSN2 était sa spécificité au système nerveux, mais rien 
n’avait été avancé en ce qui a trait à sa fonction ou les mécanismes pouvant l’impliquer qui 
mèneraient à la NHSA de type 2.  
 
Suivant ce qui avait été proposé dans plusieurs articles, et en considérant la présence 
précoce des symptômes associés à la NHSA de type 2 en plus du manque marqué de fibres 
nerveuses myélinisées observé lors de biopsies du nerf sural, nous avons émis l’hypothèse 
que la NHSA de type 2 découle d’un développement inadéquat, plutôt que d’une 
dégénérescence, du système nerveux sensoriel périphérique due à l’absence de l’isoforme 
WNK1/HSN2. C’est dans cette optique que nous avons entrepris la caractérisation de cette 
isoforme spécifique dans l’embryon du poisson zèbre.  
 
Dans cette section, j’aborderai les résultats obtenus en ce qui a trait à la 
caractérisation de l’isoforme protéique WNK1/HSN2 dans le système nerveux de 
l’embryon du poisson zèbre. Je présenterai également les résultats justifiant le lien établi 
avec le co-transporteur neuronal KCC2 et le mécanisme moléculaire proposé qui fut 
élaboré de ceux-ci. Finalement, je discuterai des retombées importantes des découvertes 
faites au cours de ce projet et je proposerai différents objectifs pour le futur de la recherche 
sur la NHSA de type 2, plus précisément sur l’isoforme protéique WNK1/HSN2 et son rôle 





Le poisson zèbre comme modèle développemental  
Le génome du poisson zèbre contient deux copies du gène WNK1, dont seule la 
copie située sur le chromosome 4 a conservé l’exon HSN2. Cette duplication permet donc 
une manipulation génique aisée, en compensant toute perte de WNK1 par l’expression du 
gène situé sur le chromosome 25. Considérant le système nerveux complexe présent dès le 
stade embryonnaire du poisson zèbre, ce modèle constitue un excellent choix pour la 
caractérisation de l’isoforme WNK1/HSN2 quant à son rôle dans le développement de la 
NSHA de type 2. Cependant, une certaine limite s’impose quant aux méthodes utilisées. 
Effectivement, quoique le poisson zèbre possède la plupart des gènes présents chez 
l’humain, leur homologie peut restreindre l’usage d’anticorps développés pour d’autres 
modèles.  
 
Afin d’établir un lien avec les résultats préalablement obtenus quant à l’isoforme 
WNK1/HSN2 chez la souris, nous avons dressé un profil d’expression de cette isoforme 
spécifique chez l’embryon du poisson zèbre. Les anticorps utilisés ultérieurement chez la 
souris (Shekarabi et al., 2008) ont permis l’observation de WNK1/HSN2 en 
immunohistochimie sur embryon entier. L’isoforme spécifique se retrouvait alors localisée 
au niveau la ligne latérale postérieure (LLP), plus précisément au sein des neuromastes, les 
organes mécanosensoriels la constituant. Cette localisation concorde avec ce qui avait été 
observé préalablement (Shekarabi et al., 2008), dans la mesure où la LLP est un système 
sensoriel périphérique, bien qu’il soit spécifique au modèle poisson zèbre. 
 
Il fut aussi possible  de détecter l’expression embryonnaire de WNK1 et de 
WNK1/HSN2 par RT-PCR dès le stade de 16 cellules (soit 1.5 hpf). Cette expression 
précoce, indiquant la présence de transcrits maternels, présage l’implication de WNK1 dans 
le développement. En effet, les transcrits maternels dirigent le développement de l’embryon 




L’expression de WNK1/HSN2 semble également augmenter avec le temps, suivant le 
développement de l’embryon, au contraire de la kinase WNK1 (toutes isoformes 
confondues) qui est fortement exprimée très tôt et jusqu’au stade de 7 jours post-
fertilisation (terme du stade embryonnaire). 
 
Ces résultats indiquent donc la présence de l’isoforme protéique WNK1/HSN2 dans 
le système nerveux périphérique, en accord avec ce qui avait été démontré précédemment 
chez la souris (Shekarabi et al., 2008), et l’expression précoce de l’isoforme telle que 
détectée par RT-PCR appuie notre hypothèse suggérant un rôle de WNK1/HSN2 dans le 
développement.  
 
Le knockdown de WNK1/HSN2 cause un défaut spécifique de la ligne latérale 
postérieure 
L’approche utilisée dans ce projet pour déterminer le rôle de WNK1/HSN2 chez 
l’embryon du poisson zèbre implique la désactivation ou la modification post-
transcriptionnelle des ARNm produisant des embryons knockdown pour l’isoforme ciblée. 
L’usage d’oligonucléotides morpholino antisens (AMO) interfère avec le complexe 
ribosomal pour inhiber la traduction (dans le cas de WNK1_ATG) ou modifier l’épissage 
(dans le cas de HSN2_3’ et HSN2_5’) d’ARNm immatures, permettant le développement 
des embryons en l’absence de WNK1/HSN2. Le phénotype observé chez ces embryons 
knockdown permet par la suite de déduire le rôle que joue cette isoforme dans le 
développement. Afin d’assurer une spécificité du phénotype, trois AMO ciblant différents 
sites de WNK1 ont été conçus; de cette façon, la discrimination entre les effets spécifiques 
et non de l’injection d’AMO est possible. Les trois approches AMO ont été utilisées pour 
les expériences de caractérisation du phénotype, quoique seul un résultat (représentatif du 





Suivant la détection par immunobuvardage de l’isoforme WNK1/HSN2 dans les 
neuromastes de la ligne latérale, le phénotype des embryons knockdown fut observé à ce 
niveau à l’aide du colorant vital 4-di-2-ASP. Lorsqu’appliqué dans le milieu, le 4-di-2-ASP 
pénètre dans les neuromastes en passant directement par les canaux à transduction présents 
sur les cellules ciliées mécanosensorielles, marquant ainsi les cellules ciliées fonctionnelles 
présentes dans les neuromastes et permettant une visualisation de la LLP sous fluorescence 
(Collazo et al., 1994; Hernandez et al., 2006).. Les embryons knockdown pour les trois 
conditions d’injections AMO ont présenté un même phénotype, soit un défaut 
d’établissement de la ligne latérale postérieure telle que détectée par le 4-di-2-ASP. Ce 
phénotype a été quantifié selon une méthode utilisée précédemment dans la littérature 
(Harris et al., 2003) qui permet de prendre en compte à la fois la constitution des 
neuromastes et leur présence. Les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 sont donc 
significativement différent des embryons de type sauvage. 
 
Comme le 4-di-2-ASP ne s’incorpore que dans les neuromastes fonctionnels, il était 
impératif d’observer de plus près les neuromastes présents chez les embryons knockdown 
pour WNK1/HSN2 et de déterminer d’abord si le phénotype découle d’un défaut dans le 
dépôt des pro-neuromastes par le primordium migrant. Un marquage de la protéine SV2 
(synaptic vesicle protein 2, protéine pré-synaptique) a permis de révéler peu d’innervation 
par les axones afférents chez les cellules ciliées des neuromastes d’embryons knockdown. Il 
est également intéressant de noter que l’observation de l’innervation a été possible suite à 
l’identification sur fond clair de la structure en rosette du neuromaste, indiquant une 
certaine conservation dans le nombre de cellules déposées et dans leur organisation 
particulière. Les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 présentent donc un phénotype 
particulier, où il y a défaut dans l’établissement de la LLP, système nerveux sensoriel 





Spécificité du phénotype knockdown de WNK1/HSN2  
De plus, l’efficacité des AMO a été vérifiée par buvardage de type Western, où la 
baisse de quantité de l’isoforme protéique WNK1/HSN2 a été détectée chez les trois 
conditions de knockdown lorsque comparé avec des embryons de type sauvage. Pour ce qui 
est de l’efficacité des morpholinos modifiant l’épissage chez les ARNm immatures 
(HSN2_3’ et HSN2_5’), leur efficacité a été vérifiée par RT-PCR, où un peut voir la 
disparition de la bande représentant le transcrit incluant l’exon HSN2. 
 
Il est commun d’effectuer une expérience de sauvetage, par injection d’ARN de 
type sauvage lors d’expériences de knockdown par AMO, afin de confirmer la spécificité du 
phénotype. Une construction complète avait été synthétisée à partir de clones de la protéine 
WNK1 humaine, incluant l’exon HSN2 et avait été injectée à des doses variables afin de 
doser l’effet obtenu. Une concentration de 50ng/µl, injectée en parallèle avec l’AMO 
HSN2_3’ (dont l’effet était plus prononcé) permit un sauvetage partiel du phénotype 
knockdown pour WNK1/HSN2, confirmant l’attribution du phénotype à l’absence de 
l’isoforme spécifique. La faible efficacité du sauvetage peut être due au fait que la 
construction complète ne représentait pas la protéine produite en temps normal, autant au 
niveau de l’épissage que de l’homologie entre la séquence de WNK1 chez l’humain et chez 
le poisson zèbre. Le sauvetage permet néanmoins de confirmer la spécificité du phénotype. 
Dans l’expérience suivante, l’ARN de la construction partielle (dont la séquence couvre les 
exons 1 à HSN2) est injectée pour tenter un sauvetage. Comme les mutations rapportées 
dans l’exon HSN2 mènent à la production d’une protéine tronquée, il a été généralement 
accepté que ces mutations causent une perte de fonction de l’isoforme. Toutefois, le 
domaine kinase de WNK1 se situe avant l’exon HSN2 (de l’exon 1 à 4; Shekarabi et al., 
2008) et il était donc envisageable que la fonction soit conservée chez la protéine tronquée, 
les mutations lui conféreraient alors un rôle toxique (par gain de fonction) menant au 
développement de la NHSA de type 2.  Non seulement un sauvetage ne fut pas obtenu lors 




présentèrent un phénotype plus accentué que celui observé chez les embryons knockdown. 
L’ARN partiel fut donc injecté seul, à doses croissantes, ce qui permit de déterminer un 
certain effet néfaste sur la ligne latérale des embryons lorsque ceux-ci furent comparés avec 
des embryons de type sauvage (non injectés). Des injections de doses plus importante des 
deux constructions en parallèle permirent de déterminer que l’injection même d’ARN cause 
des défauts dans l’établissement de la LLP, peu importe que la construction soit partielle ou 
complète. Les résultats obtenus lors de l’injection de la construction partielle ne prouvent 
donc pas un gain de fonction toxique de la protéine WNK1/HSN2 tronquée, mais bien un 
certain effet toxique des injections d’ARN sur le développement de la LLP.  
 
En bref, le phénotype observé chez les embryons knockdown s’est révélé spécifique 
au système nerveux périphérique (la LLP) et une copie de WNK1/HSN2 humaine a réussi à 
sauver ce phénotype, confirmant la spécificité. La perte de fonction prédite de l’isoforme 
mutée dans les cas de NHSA de type 2 a été confirmée par l’injection d’ARN de la protéine 
tronquée chez des embryons knockdown dont le phénotype ne fut pas sauvé.  
 
Afin de vérifier que le phénotype knockdown pour WNK1/HSN2 est bien 
spécifique au système nerveux sensoriel et non dû à un effet général sur le développement, 
des embryons transgéniques exprimant la GFP dans les neurones moteurs (HB9 :GFP) 
knockdown pour WNK1/HSN2 ont été produits. Ceux-ci ont révélé un système moteur tout 
à fait normal, malgré la présence de défauts dans la LLP, indiquant que le phénotype est bel 
et bien spécifique au système nerveux sensoriel. Ceci établit un parallèle entre le phénotype 





Le co-transporteur KCC2 et WNK1/HSN2 
Après avoir défini le phénotype présent chez les embryons knockdown pour 
WNK1/HSN2, nous avons débuté l’élaboration d’un mécanisme moléculaire sous-tendant à 
ces déficits développementaux. Comme WNK1 est une kinase ayant la capacité de lier un 
grand nombre d’interacteurs, plusieurs cibles de phosphorylation pourraient être impliquées 
dans la pathophysiologie de la NSHA de type 2. 
 
Le co-transporteur KCC2 attira notre attention lorsqu’il fut identifié comme cible 
d’interaction avec la kinase WNK1 (Kahle et al., 2010). Considérant le fait que KCC2, 
exprimé uniquement dans les neurones, avait préalablement été lié aux douleurs 
neuropathiques (Coull et al., 2003; Cramer et al., 2008; Kahle et al., 2008; Hasbargen et 
al., 2010; Janssen et al., 2011) et que son rôle dans le développement du système nerveux 
était bien connu (Delpire, 2000; Kanaka et al.,2001; Payne et al., 2003; Stein et al., 2004), 
ce co-transporteur également étudié chez le poisson zèbre (Reynolds et al.,2008; Zhang et 
al., 2010; Côté et al., 2011) semblait une cible parfaite pour l’identification d’une voie 
moléculaire menant à la NHSA de type 2.  
 
Malgré la grande variété d’études portant sur les co-transporteurs KCC, aucune ne 
s’intéressait spécifiquement au rôle que pourrait exercer ceux-ci au sein d’un système 
mécanosensoriel comme la ligne latérale postérieure. Afin d’établir si KCC2 était 
véritablement impliquée dans une voie de signalisation pathogène menant à la NHSA de 
type 2, il fallait d’abord en détecter la présence au sein de la LLP. C’est donc par 
hybridation in situ que nous avons pu détecter l’ARN de KCC2 au niveau d’un neuromaste 
mature (4 jours après la fertilisation) et ainsi d’en confirmer la présence non seulement dans 
la moelle, ce qui était déjà connu, mais dans la LLP. WNK1/HSN2 et KCC2 sont donc tous 





Pour ce qui est de la nature de l’interaction possible entre WNK1/HSN2 et KCC2, la 
kinase à sérine/thréonine WNK1 régulerait le co-transporteur par phosphorylation, 
induisant sa désactivation (Kahle et al., 2010). L’activation de KCC2 est dépendante de sa 
déphosphorylation, ce qui entraîne son adressage à la membrane, où le co-transporteur 
fonctionnel module la concentration intracellulaire de chlorure. Les mécanismes entourant 
le contrôle de l’activation et de la transcription de KCC2 sont mal connus, mais il fut 
rapporté que ces deux mécanismes pourraient être liés. En effet, le stress neuronal induit la 
désactivation de KCC2 et la régulation à la baisse de son expression chez des neurones de 
l’hippocampe en culture (Wake et al., 2007). Suivant cette logique et puisqu’aucun 
anticorps ne permet de détecter KCC2 spécifiquement en buvardage de type Western chez 
le poisson zèbre, une RT-PCR fut effectuée pour déterminer les niveaux de KCC2 chez les 
embryons knockdown pour WNK1/HSN2. Il fut ainsi possible d’observer une sur-
expression de l’ARN de KCC2 chez les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 lorsque 
comparés avec des embryons de type sauvage, et ce, pour les trois approches AMO. La 
perte de l’isoforme WNK1/HSN2 induirait donc une sur-expression du co-transporteur 
neuronal KCC2.  
 
Afin de confirmer l’implication de la sur-expression de KCC2 dans le phénotype 
observé chez les embryons knockdown pour WNK1/HSN2, de l’ARN humain KCC2 fut 
sur-exprimé chez des embryons de type sauvage. Cette méthode de sur-expression précoce 
avait déjà été effectuée chez le poisson zébré, mais seul l’effet sur les progéniteurs 
neuronaux de la moelle avait été examiné (Reynolds et al.,2008; Côté et al.,2011). La LLP 
des embryons sur-exprimant KCC2 humain fut observée tel que précédemment, soit par 
détection au colorant vital 4-di-2-ASP, et il fut ainsi possible d’observer un défaut dans 
l’établissement de la LLP similaire à ce qui avait été détecté chez les embryons knockdown 
pour WNK1/HSN2. La sur-expression de l’ARN de KCC2 humain phénocopie donc le 




dans le développement de la LLP par l’entremise du co-transporteur KCC2 en régulant son 
activation et possiblement son expression.  
 
Dans le but de valider cette voie de signalisation nouvellement établie, plaçant 
WNK1/HSN2 en amont de KCC2, une expérience de sauvetage par double knockdown fut 
tentée. En effet, si une perte de fonction de l’isoforme spécifique au système nerveux 
WNK1/HSN2 mène au développement de la NHSA de type 2, que les mutations liées à la 
NHSA de type 2 causent une perte de fonction de l’isoforme induite chez le poisson zèbre 
par l’usage d’AMO, que les embryons knockdown pour WNK1/HSN2 affichent un défaut 
dans l’établissement de la LLP (système sensoriel périphérique), que ces mêmes embryons 
knockdown pour WNK1/HSN2 sur-expriment le co-transporteur KCC2, alors le knockdown 
de WNK1/HSN2 en parallèle avec celui de KCC2 (freinant ainsi la sur-expression) devrait 
rétablir le phénotype. Comme le phénotype knockdown de KCC2 n’avait pas été caractérisé 
préalablement chez le poisson zèbre, nous avons tout d’abord testé notre approche AMO et 
observé son effet sur la LLP avant d’effectuer le double knockdown. Bien entendu il faut 
prendre en considération le rôle essentiel de KCC2 dans la neurogenèse et dans 
l’homéostasie cellulaire; des knockdown de KCC2 ont préalablement été rapportés comme 
compromettant la survie neuronale chez des neurones de l’hippocampe (Pellegrino et al., 
2011). Il n’est alors pas surprenant d’obtenir des embryons knockdown pour KCC2 qui sont 
morphologiquement différents des embryons contrôles, en ayant toutefois LLP bien 
développée. C’est pour cette raison que seul l’effet du double knockdown sur 
l’établissement de la LLP est examiné. À ce niveau, les embryons double knockdown pour 
WNK1/HSN2 et KCC2 ont présenté un phénotype atténué, ayant une ligne latérale en 
meilleur état que les embryons soit knockdown pour WNK1/HSN2 seul ou sur-exprimant 
KCC2.  
 
Considérant l’implication de KCC2 dans le développement neural, et l’importance 




pas étonnant d’obtenir seulement un sauvetage partiel du phénotype knockdown. 
Effectivement, le rôle de KCC2 dans la prolifération des progéniteurs neuronaux est bien 
connu (Reynolds et al., 2008; Côté et al, 2011) et il est probable que la sur-expression 
entraînée par le knockdown de WNK1/HSN2 ait un effet néfaste sur la prolifération des 
cellules progénitrices constituant le primordium migrant, responsable du développement de 
la LLP. Pour valider cette hypothèse, des embryons knockdown pour WNK1/HSN2 
exprimant le GFP dans la membrane des cellules du primordium (GFP membranaire sous le 
promoteur de la claudine-B) ont été utilisés. Ces embryons ont été observés alors que le 
primordium a entamé sa migration, mais avant qu’il ait déposé son premier pro-neuromaste, 
permettant une vue du primordium entier avant le début de son processus de mitose palliant 
aux dépôts. Il est ainsi possible d’observer que le primordium des embryons knockdown 
pour WNK1/HSN2 a une aire réduite par rapport aux embryons de type sauvage (non 
injectés) et ce, malgré le fait que la taille et l’organisation des cellules du primordium soient 
conservées. Ces résultats indiquent que la prolifération au sein du primordium même est 
affectée par la sur-expression de KCC2 entraînée par le knockdown de WNK1/HSN2. 
 
En bref, la sur-expression de KCC2 causée par la perte de l’isoforme WNK1/HSN2  
agirait de deux façons pour produire le phénotype observé. Premièrement, elle entraînerait 
une baisse de la prolifération au niveau du primordium de la LLP (cellules progénitrices),  
diminuant le nombre de cellules pouvant être déposées en tant que pro-neuromastes. 
Deuxièmement, l’expression précoce du co-transporteur au niveau des neuromastes agirait 
comme frein à leur différenciation. En effet, la présence de KCC2 permet le revirement de 
la réponse GABAergique chez les neurones, participant ainsi à leur maturation, et il a été 
rapporté que l’expression précoce du co-transporteur interfère avec la différenciation des 
progéniteurs neuronaux, ces-derniers demeurant au stade de progéniteurs (Reynolds et al., 
2008; Côté et al, 2011). Le knockdown de WNK1/HSN2 induirait donc une sur-expression 
de KCC2 au niveau des pro-neuromastes, dont le dépôt peut avoir été perturbé par le 




neuromastes sur-exprimant KCC2 seraient ensuite maintenus au stade de progéniteurs, ne 
pouvant pas débuter leur différenciation. 
 
Quant au sort de ces progéniteurs indifférenciés, nous suggérons qu’ils sont par la 
suite éliminés par apoptose; l’embryon en pleine croissance effectuant un remodelage, 
éliminant les cellules inutiles. Nous avons d’ailleurs observé un marquage à l’orange 
d’acridine au niveau de la moelle, des neuromastes et du nerf de la ligne latérale postérieure 
chez nos embryons knockdown pour WNK1/HSN2, appuyant notre hypothèse quant au sort 
des progéniteurs indifférenciés. Alors que les études antérieures n’avaient détecté aucune 
mort cellulaire suite à une sur-expression de KCC2 à 24hpf (Reynolds et al., 2008; Côté et 
al, 2011), nous avons observé des embryons de stades développementaux plus avancés 
(72hpf versus 17hpf et 22hpf dans les études précédentes), suggérant que les mécanismes 
de mort cellulaire seraient déclenchés plus tardivement.  
 
Mécanisme moléculaire possible 
À la lumière des résultats présentés précédemment, il a été possible d’élaborer un 
mécanisme moléculaire possible découlant des mutations tronquantes chez WNK1/HSN2 et 




Figure 24: Mécanisme moléculaire proposé. Le co-transporteur KCC2 
activé est représenté en vert alors que KCC2 inhibé est représenté en rouge. 
 
 La kinase WNK1 a comme cible de phosphorylation le co-transporteur KCC2  à 
spécificité neuronale qui est impliqué dans le maintien de l’homéostasie et dans la 
neurogenèse. Également, lors d’un knockdown de WNK1/HSN2, l’isoforme de la kinase 
qui est spécifique au système nerveux, il se produit une sur-expression de KCC2, détectée 
par RT-PCR. Considérant que la phosphorylation de KCC2 par WNK1 permet sa 
désactivation, il est possible d’envisager que WNK1/HSN2 régule le niveau de KCC2 qui 
est activé, permettant une neurogenèse approprié en maintenant KCC2 désactivée au début 
du développement, puis en  permettant une activation plus tard, afin de permettre une 
différenciation neuronale. Il est également possible que WNK1/HSN2 soit impliquée dans 
la régulation de la transcription de KCC2 en plus de réguler son expression, ce qui 
expliquerait la sur-expression lors d’un knockdown de WNK1/HSN2. En conditions 
pathogènes (patients atteints de NHSA de type 2), l’isoforme WNK1/HSN2 est mutée et 
non fonctionnelle, ce qui entraînerait un débalancement dans le niveau de KCC2 activé. 
Ceci induirait une expression précoce du co-transporteur qui viendrait, comme démontré 




prolifération (au niveau du primordium) et la différenciation neuronale (au niveau  même 
des pro-neuromastes), créant un système nerveux sensoriel déficient. L’atteinte particulière 
au système nerveux sensoriel périphérique chez les patients atteints de la NHSA de type 2 
découlerait du fait que l’isoforme WNK1/HSN2  a une sous-localisation particulière par 
rapport aux isoformes majoritaires de WNK1 (Shekarabi et al., 2008) et que la perte de 




Le mécanisme proposé ici est un premier aperçu dans la pathophysiologie de la 
NHSA de type 2, et plusieurs autre expériences seront nécessaires à sa validation. Tout 
d’abord, le développement de la ligne latérale postérieure devra être observé avec plus 
grande attention car pour l’instant, l’effet de la sur-expression de KCC2 sur son 
établissement demeure encore nébuleux : il en tient du fait que les mécanismes de 
signalisation et d’expression sous-tendant ce système mécanosensoriel complexe sont 
encore mal compris. Plus précisément, il serait essentiel d’élucider comment la baisse de 
prolifération initiale chez le primordium migrant, produite par la sur-expression de KCC2, 
affecte le dépôt de pro-neuromastes, et donc le développement de la LLP. Il serait aussi 
grandement intéressant d’observer comment la différenciation s’effectue au niveau des pro-
neuromastes afin de confirmer le rôle qu’y joue KCC2.  
 
De plus, le marquage en immunohistochimie de WNK1/HSN2 chez l’embryon du 
poisson zèbre est restreint à la LLP et n’est pas visible au niveau de la moelle, où se 
retrouvent les corps cellulaires des neurones sensoriels embryonnaires (les Rohon-Beards, 
présents dès 17 heures suivant la fertilisation). Les neurones Rohon-Beards sont 
responsables de la réponse au toucher de l’embryon grâce à leurs innervations qui 




Considérant la présence de WNK1/HSN2 au niveau du nerfs sciatique, des cellules du 
ganglion spinal, du cerveau et de la moelle chez la souris (Shekarabi et al., 2008) on 
pourrait s’attendre à un marquage dans la moelle du poisson zèbre. Il est toutefois 
important de noter que les neuromastes constituants la LLP sont des structures 
superficielles, facilement accessible aux anticorps, au contraire de la moelle, dont le 
marquage nécessite une perméabilisation plus rigoureuse. Suite à plusieurs tentatives 
infructueuses de marquage WNK1/HSN2 dans la moelle par immunohistochimie la 
technique d’hybridation in situ fut tentée. Deux sondes furent synthétisées contre l’exon 
HSN2 à partir de clones poisson zèbres (produits RT-PCR) et l’hybridation se déroula sur 
embryon entier à plusieurs stades du développement (48hpf, 72hpf et 4dpf). Les résultats 
furent non concluants; les embryons marqués présentaient un haut niveau de signal de fond 
et un profil d’expression de WNK1/HSN2 ne pouvait en être déduit (résultats non montrés). 
Ceci pourrait être dû à la faible expression de l’isoforme WNK1/HSN2 par rapport aux 
autres isoformes de la kinase WNK1 et à sa localisation restreinte : le signal émis par 
l’hybridation à l’exon HSN2 serait perdu dans le signal de fond, qui n’est pas négligeable 
lors d’une hybridation sur embryon entier de plus de 48hpf. Il est par conséquent 
impossible avec les techniques disponibles en ce moment d’établir un profil d’expression 
plus détaillé que ce qui est présenté  ici.  
 
Sur un autre plan, il pourrait être intéressant de déterminer par quelle façon la perte 
de WNK1/HSN2 entraîne une sur-expression de KCC2, en plus de confirmer les résultats 
présentés ici par une qPCR. Bien que la régulation de l’expression de KCC2 ait été liée 
avec sa désactivation fonctionnelle (Wake et al., 2007) la façon dont ceci se produit est 






Il est également possible que d’autres interacteurs soient impliqués dans ce 
mécanisme pathogène. En effet, WNK1 est une kinase qui a la capacité de lier et d’interagir 
avec un grand nombre de cibles, dont plusieurs ont été rapportées dans la littérature. 
Certaines de ces cibles pourraient avoir un lien avec des procédés impliqués dans la NHSA 
de type 2, dont la neurogenèse, l’extension neurale, la douleur ou même la myélinisation. 
 
Par exemple, la présence de l’isoforme WNK1/HSN2 dans les cellules de Schwann 
(Shekarabi et al., 2008) et le manque de fibres myélinisées observé en biopsie du nerf sural 
de patients atteints de la NHSA de type 2 (Dyck, 1966) indiquent une implication des 
mécanismes de myélinisation dans l’établissement de la neuropathie. Quoique très 
intéressant, cet aspect n’a pas été étudié chez notre modèle poisson zèbre, pour la simple et 
bonne raison que la myélinisation ne débute pas avant 3 jours post-fertilisation chez 
l’embryon (Buckley et al., 2010), ce qui dépasse la limite temporelle de notre approche 
AMO. Il faut également attendre jusqu’à 7 jours post-fertilisation pour que les axones 
soient entourés de myéline compactée (Pogoda et al., 2006). Considérant la nature 
temporaire de notre knockdown, l’implication de la myélinisation dans le développement de 
la NHSA de type 2 fut impossible à déterminer. Il pourrait cependant être intéressant de 
vérifier si l’absence de l’isoforme WNK1/HSN2 a un effet au niveau des progéniteurs des 
oligodendrocytes, comme c’est le cas pour les progéniteurs neuronaux de la ligne latérale.  
 
La kinase WNK1 interagirait entre autres avec LINGO-1, (leucine rich repeat and 
Ig domain containing 1), une protéine transmembranaire contenant un domaine de 
répétitions riche en leucine. LINGO-1 est un médiateur de la signalisation intracellulaire en 
réponse aux inhibiteurs associés à la myéline et est impliqué dans la régulation de 
l’extension des neurites (Zhang et al., 2009; Kurth, 2010; McCormick et Ellison, 2011).  




des oligodendrocytes, mécanismes important dans l’établissement et le maintien du système 
nerveux (Mi et al., 2008). En effet, LINGO-1 est une composante du complexe 
NgR/LINGO-1/p75 qui est responsable de l’activité des inhibiteurs de myéline afin de 
réguler la croissance axonale au sein du système nerveux central (Zhang et al., 2009). Son 
interaction avec WNK1 a été rapportée au niveau des neurones corticaux. Effectivement, le 
domaine cytoplasmique de LINGO-1 contient un site canonique de phosphorylation 
semblable à celui retrouvé sur EGFR et WNK1, qui a été identifiée comme étant un 
partenaire de liaison. En effet, lorsque l’expression de WNK1 est inhibée, l’extension 
neurale a été favorisée; lorsqu’elle est surexprimée, l’inhibition de l’extension neurale par 
l’entremise de Nogo est atténuée. WNK1 serait donc impliquée dans la régulation de la 
signalisation par Nogo durant la différenciation neuronale (Zhang et al., 2009). Ceci 
pourrait indiquer que les déficits sensoriels sont non seulement dus au manque de 
différenciation neuronale, comme nous le suggérons, mais aussi à des défauts dans 
l’extension des neurites pour les neurones qui se seraient différenciés.  
 
Une autre protéine identifiée comme cible de phosphorylation par la kinase WNK1 
est la synaptotagmin 2 (Lee et al., 2004). La synaptotagmin 2 (Syt2)  est une protéine 
membranaire associée aux vésicules synaptiques agissant comme senseur calcique pour la 
libération rapide de neurotransmetteurs des terminaux pré-synaptiques (Fox et Sanes, 
2007). Elle a également un rôle dans le trafic membranaire et régule la fusion vésiculaire, 
contrôlant ainsi l’exocytose et l’endocytose. La phosphorylation de Syt2 par WNK1 
causerait des changements dans la dépendance calcique de sa liaison avec les vésicules, 
agissant comme un interrupteur d’interaction (Lee et al., 2004). En effet, lorsque le niveau 
de calcium est bas, Syt2 interagit avec WNK qui viendra la phosphoryler si elle est activée. 
Lorsque le niveau de calcium est plus élevé, la synaptotagmine interagit avec la membrane, 
empêchant la phosphorylation par la kinase, cependant, si la synaptotagmine a déjà interagit 
avec WNK1, le niveau de calcium nécessaire pour l’interaction membranaire sera plus 




ses interactions avec la membrane, qui elles, sont dépendantes du niveau de calcium 
(McCormick et Ellison, 2011). WNK1 aurait donc la capacité, par régulation de Syt2, 
d’inhiber ou de promouvoir la libération de neurotransmetteur par la fusion vésiculaire, ce 
qui pourrait être impliqué dans la transmission des signaux nociceptifs absents chez les 
patients atteints de la NHSA de type 2. Cette hypothèse serait indépendante du lien que 
nous montrons entre WNK1/HSN2 et le co-transporteur KCC2. Il est possible qu’il s’agisse 
d’un mécanisme se déroulant dans les neurones ayant pu se différencier, interférant donc 
avec la transmission des signaux et non dans le développement du système nerveux 
sensoriel.  
 
WNK1 a aussi été identifiée comme étant un substrat pour la protéine kinase B 
(Akt/PKB), comme un élément en aval de la voie impliquant la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) (Vitari et al., 2004; Jiang et al., 2005). Il a été suggéré que cette 
phosphorylation ne régule pas l’activité de la kinase ou n’agit pas directement sur sa 
localisation cellulaire (Vitari et al., 2004). Cependant, l’activation de PKB a été liée à la 
douleur neuropathique dans le ganglion spinal des rats ayant subi une ligature du nerf spinal 
(Xu et al., 2007) ainsi qu’à la douleur périphérique liée à la capsaïcine (Sun et al., 2007). 
Ceci pourrait donc indiquer un rôle pour WNK1 dans une voie de signalisation impliquée 
dans la douleur.  
 
Une autre hypothèse de l’établissement de la NHSA de type 2 implique une 
kinésine, la KIF1A (kinesin family member 1A), responsable du transport antérograde des 
précurseurs de vésicules synaptiques le long des axones. En effet, le groupe du Dr Guy 
Rouleau a récemment identifié des mutations dans le gène de KIF1A, chez des patients 
atteints de NHSA de type 2 qui n’avaient pas de mutations dans le gène WNK1 (Rivière et 
al., 2011). Bien qu’ils aient démontré un lien entre une isoforme particulière de la kinésine 
et l’isoforme WNK1/HSN2, leurs résultats suggèrent une hypothèse qui demeure non 




axones. Ceci permettrait d’expliquer la sous-localisation particulière de WNK1/HSN2 par 
rapport aux autres isoformes de la kinase WNK1. Il est alors possible que la kinésine 
KIF1A soit aussi impliquée dans le mécanisme moléculaire menant au développement de la 
NHSA de type 2 lors d’une mutation causant la perte de fonction de l’isoforme 
WNK1/HSN2.  
 
En bref, il est clair qu’en identifiant d’autres interacteurs de WNK1/HSN2, il sera 
possible d’élaborer un mécanisme moléculaire plus détaillé. Celui-ci pourra éventuellement 
être validé dans des modèles animaux supérieurs, dont le système nerveux est plus 
complexe. De plus, la découverte d’autres interacteurs pourra également permettre 
d’identifier des cibles thérapeutiques qui pourront un jour façonner un traitement pour la 




Les expériences présentées ici constituent un premier aperçu du rôle neuronal de la 
kinase WNK1 et du mécanisme d’action de la NHSA de type 2. Il fut montré, à l’aide du 
modèle animal poisson zèbre, que les mutations chez WNK, plus précisément au sein de 
son exon à épissage alternatif HSN2, mènent à une perte de fonction. Afin de répliquer 
cette perte de fonction, des embryons knockdown pour WNK1/HSN2 furent produits et 
révélèrent un défaut dans l’établissement de la ligne latérale postérieure (LLP), un système 
mécanosensoriel périphérique unique. Un lien fut ensuite établi avec le co-transporteur 
KCC2, dont la phosphorylation par WNK1 permet une désactivation. L’expression de 
KCC2 fut observée au niveau des neuromastes matures de la LLP et une expérience de RT-
PCR révéla une augmentation dans l’expression du co-transporteur chez des embryons 
knockdown pour WNK1/HSN2. Une sur-expression d’ARN humain de KCC2 produit le 
même phénotype que le knockdown de WNK1/HSN2, admettant une voie de signalisation 
plaçant WNK1/HSN2 en amont de KCC2. L’implication de KCC2 dans le phénotype 
obtenu lors de knockdown de WNK1/HSN2 fut par la suite confirmée par un double 
knockdown pour WNK1/HSN2 et KCC2 qui produit un phénotype atténué. Il fut ensuite 
avancé que l’implication du co-transporteur dans le phénotype peut prendre place au niveau 
même du primordium migrant, progéniteur de la LLP.  
Ces résultats permirent d’établir un premier mécanisme pathogène induit par les 
mutations dans l’exon HSN2 de la kinase WNK1 qui passerait par une sur-expression de 
KCC2. En effet, WNK1 agirait en régulant l’activation et possiblement l’expression du co-
transporteur et le knockdown de WNK1/HSN2 induirait donc une sur-expression de KCC2 
au niveau des pro-neuromastes. Le dépôt de pro-neuromastes pourrait préalablement avoir 
été perturbé par le manque de cellules dans le primordium, autre conséquence de la sur-
expression de KCC2. Au niveau des neuromastes, celle-ci interfèrerait avec la 
différenciation, produisant une LLP défectueuse. Les pro-neuromastes surexprimant KCC2 
seraient ensuite maintenus au stade de progéniteurs, ne pouvant pas débuter leur 
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Tableau 1. Identification de l’orthologue WNK1 chez le poisson zèbre  
identity chromosome strand start end span 
91.4% 4 ++ 5472390 5572542 100153 
91.3% 25 ++ 12353844 12388133 34290 
  
Tableau 2. Résultats des alignements d’orthologues variés de WNK1 
1 2 3 4
1.  WNK1_Human 53.9 46 38.3
2.  WNK1_Xenopus 64.2 49.8 42
3.  WNK1_chr4 Zebrafish 56.8 62.9 47










Tableau 3. Résultats des alignements d’orthologues variés de WNK1 pour HSN2 seul 
1 2 3 4
1.  HSN_Chimp 89.2 67.5 38.2
2.  HSN_Mouse 93.6 65.3 38.1
3.  HSN_Chick 80.2 77.3 38.3










Tableau 4. Statistiques pour la figure 12-B 
Group N Missing Median 25% 75% 
WT 108 1 28,000 26,000 30,000 
HSN2_3' 135 1 3,000 1,000 4,000 
HSN2_5' 166 1 12,000 8,000 17,000 







Tableau 5. Statistiques pour la figure 15 
Group N Missing Median 25% 75% 
WT 71 1 32,000 30,000 34,000 
HSN2_3' 80 1 6,000 4,000 8,000 
AMO + 30ng complète 41 1 7,000 4,000 10,000 
AMO + 50ng complète 54 1 10,000 6,000 12,000 
AMO + 75ng complète 41 1 7,500 6,000 11,000 
AMO + 100ng complète 78 1 6,000 3,000 8,000 
AMO + 150ng complète 57 1 6,000 3,000 8,000 
AMO + 200ng complète 37 1 6,000 3,000 9,000 
  
Tableau 6. Statistiques pour la figure 16 
Group N Missing Median 25% 75% 
WT 50 1 32,000 28,000 34,000 
HSN2_3' 39 1 5,500 3,000 8,000 
AMO + 30ng partielle 47 1 4,000 2,000 6,000 
AMO + 50ng partielle 52 1 2,000 0,250 5,000 
AMO + 75ng partielle 51 1 3,000 2,000 5,000 
AMO + 100ng partielle 48 1 4,000 3,000 6,000 
AMO + 150ng partielle 71 1 3,000 1,000 5,000 
 
Tableau 7. Statistiques pour la figure 17 
Group N Missing Median 25% 75% 
WT 46 1 32,000 30,000 34,000 
30ng partielle 51 1 30,000 28,000 32,000 
50ng partielle 49 1 30,000 27,500 32,500 
100ng partielle 56 1 28,000 26,000 30,000 
150ng partielle        61          1 27,000 23,000 30,000 
 
Tableau 8. Statistiques pour la figure 18 
Group N Missing Median 25% 75% 
WT 46 1 32,000 30,000 34,000 
sur-expression partielle 55 1 24,500 16,000 28,000 
sur-expression complète 60     1 26,000 22,000 28,000 
 
Tableau 9. Statistiques pour la figure 21-B 
Group Name N Missing Mean Std Dev SEM 
WT 46 1 32,000 30,000 34,000 
HSN2_3' 24 1 4,652 3,938 0,821 







Tableau 10. Statistiques pour la figure 22-C 
Group Name N Missing Mean Std Dev SEM 
KCC2_ATG 0.75mM 24 1 18,826 5,598 1,167 
HSN2_3' 24 1 4,652 3,938 0,821 
sur-expression hKCC2 24 1 8,454 4,616 0,962 
double knockdown 0.5 mM 27 1 12,731 5,717 1,121 
double knockdown 0.75mM        26          1 11,600 5,284 1,057 
 
Tableau 11. Statistiques pour la figure 23-B 
Group Name N Missing Mean Std Dev SEM 
WT 13 1 5645,167 890,796 257,151 
HSN2_3' 13 1 3592,250 628,820 181,525 
HSN2_5' 11 1 4364,000 537,896 170,098 
WNK1_ATG 10 1 4359,111 594,635 198,212 
 
 
